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DIVERSIDADE DE ARCHAEA RUMINAL EM BOVINOS LEITEIROS CRIADOS
EM AMBIENTE TROPICAL

RESUMO

O trato gastrointestinal dos ruminantes abriga comunidade microbiana complexa que permite
0 aproveitamento de alimentos fibrosos para a geragdo de produtos de origem animal de
elevada densidade nutricional. Essa comunidade microbiana € influenciada pelas espécies
hospedeiras, racas, idade, estado de saude, dieta e localizacdo geogréafica. A relacdo entre a
diversidade da comunidade de archaea com a composic¢do racial dos hospedeiros, os planos
nutricionais e o tipo de pastejo adotado em condi¢bes de clima tropical ainda sdo pouco
estudadas, embora importantes para elucidar como afetam a producdo ou o rendimento de
metano (CH,4). O presente estudo foi desenvolvido com os objetivos: i) avaliar a influéncia da
composicao racial do hospedeiro, estratégias de pastejo e planos nutricionais na diversidade
da comunidade archaea avaliada por sequenciamento de nova geracao e ii) estudar a relagéo
da comunidade archaea sobre a producdo e rendimento de metano entérico em bovinos
leiteiros criados em condigdes tropicais. Foram desenvolvidos trés estudos. No primeiro
foram avaliados os efeitos de trés composic@es raciais (Holandés, Holandés x Gir e Gir) e de
trés planos nutricionais (ingestdo de 11, 14 e 19 g/kg de PV) na comunidade archaea e a
correlacdo da populacdo de archaea com as emissdes de CH,4, desempenho animal e varidveis
relacionadas a fermentagcdo ruminal. No segundo estudo foi avaliado o efeito de duas
estratégias de pastejo na comunidade de archaea de vacas Girolando sobre pastejo de
graminea tropical e a correlacdo da populacdo de archaea com as emissdes de CHy e
desempenho animal. Os intervalos de pastejo foram: (a) intervalo de pastejo fixo de 30 dias
(30-FG) e (b) quando o dossel interceptou 95% de radiacéo fotossinteticamente ativa (95-L1).
No terceiro estudo foi avaliado o impacto do consumo de matéria seca (CMS) na diversidade
e abundancia da comunidade de archaea e a correlacdo da populacdo de archaea com as
emissdes de CH, e desempenho animal em novilhos Girolando criados em ambiente tropical.
Os resultados do primeiro estudo revelaram que a composi¢cdo racial influenciou as
abundancias relativas dos géneros Methanobrevibacter e Methanosphaera, e da espécie

Methanobrevibacter acididurans. Methanosphaera foi mais abundante nas novilhas da raca



Holandés, enquanto Methanobrevibacter e M. acididurans foram mais abundantes nos
animais da raga Gir. A andlise de correlacdo canbnica regularizada mostrou correlacéo
positiva entre o clado Methanobrevibacter ruminantium e nitrogénio amoniacal (N-NHj3) e
correlagbes negativas entre Methanosphaera 1SO3-F5 e relacdo A:P, e o clado
Methanobrevibacter gottschalkii e N-NH;. Embora a diversidade da comunidade archaea néo
tenha sido diferente entre racas e planos alimentares, os resultados deste estudo suportam a
hipétese de que existe contribuicdo da genética do hospedeiro sobre a composicdo do
microbioma ruminal. Em relacdo ao segundo estudo, foi observado que os intervalos de
pastejo e os periodos de pastejo influenciaram as abundéncias relativas das espécies
Methanosphaera sp. Grupo 5, Grupo 4 MpT1, Grupo 8 sp. WGK1 e Grupo 9 sp. ISO4-G1.
Methanosphaera sp.Grupo 5 foi mais abundante na estratégia de pastejo 30 — FG no periodo
dois, enquanto Grupo 4 MpT1 e o Grupo 8 sp. WGK1 foram mais abundantes no intervalo de
pastejo 95 - LI no primeiro periodo. J& a abundancia relativa pertencente a espécie 1ISO4-G1
foi mais abundante no segundo periodo. A analise de correlacdo canonica regularizada
mostrou correlac6es positivas entre o clado M. gottschalkii e CH4 g/dia, CH4 g/kg MS; e CH,4
o/kg PB, bem como entre Grupo 11 sp. BRNAL1 e CH,; g/kg PB. O clado M. ruminantium
apresentou correlagdes negativas com CH,4 g/kg MS; e CH,4 g/kg PB, assim como o clado
Methanobrevibacter boviskoreani e producdo de leite kg/dia. Embora a diversidade da
comunidade de archaea néo tenha sido diferente entre os intervalos de pastejo, os resultados
deste estudo fornecem evidéncias de que as estratégias de manejo das pastagens pode afetar a
composicdo do microbioma em bovinos leiteiros e existe variagdo temporal na diversidade de
archaea entre os ciclos de pastejo. J& no terceiro estudo, embora a comunidade archaea tenha
apresentado baixa diversidade, diferiu entre os niveis de alimentacdo e foi composta por
poucas espécies cuja abundancia ndo diferiu em resposta aos diferentes niveis de CMS. A
analise de correlacdo canbnica regularizada mostrou correlagfes positivas entre Grupo 9 sp.
ISO4-G1 e Grupo 4 sp. MpT1 e CH,4 g/kg MS;, enquanto que a espécie Methanosphaera sp.
ISO3-F5 apresentou correlagdo negativa com CH,4 g/kg MS;.

Palavras-chave: Gado de leite. Gases de efeito estufa. Microbioma. Microbiologia ruminal.

Ruminantes.
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RUMINAL ARCHAEA DIVERSITY OF DAIRY RAISED IN A TROPICAL
ENVIRONMENTAL

ABSTRACT

The gastrointestinal tract of ruminants harbors a microbial complex that allows the use of
fibrous foods for a generation of animal products of high nutritional density. This microbial
community is influenced by host species and breeds, age, health status, diet and geographic
location. The interface between archaea communities with host breed composition, nutritional
supplements and grazing type adopted under tropical climatic conditions is still little studied,
while those important to elucidate how they affect the production or yield of methane (CHy,).
The present study was developed with the objectives of: i) evaluating the influence of host
racial composition, pasture management practices and feeding plans on the archaeal
community diversity evaluated by new generation sequencing, and ii) studying the
relationship of the archaeal community on the production and yield of enteric methane in
dairy cattle raised under tropical conditions. Three studies were developed. In the first one,
the effects of three breed compositions (Holstein, Holstein x Gyr and Gyr) and three
nutritional plans (intake of 11, 14 and 19 g/kg of BW) on the archaeal community and the
correlation of the archaeal population with the emissions of CH,4, animal performance and
variables related to ruminal fermentation. The second study evaluated the effect of two
grazing strategies in the crossbred (Holstein x Gyr) cow archaea community on tropical grass
grazing and the correlation of the archaeal population with the CH, emissions and animal
performance. The grazing intervals were: (a) 30-day fixed grazing interval (30-FG) and (b)
when the canopy intercepted 95% photosynthetically active radiation (95-L1). In the third
study, the impact of dry matter intake (DMI) on the diversity and abundance of rumen
archaeal communities and the correlation of archaeal population with CH4 emissions and
animal performance on crossbred (Holstein x Gyr) steers raised in a tropical environment
were evaluated. The results of the first study revealed that the breed composition influenced
the relative abundances of the genera Methanobrevibacter and Methanosphaera, and of the
specie Methanobrevibacter acididurans. Methanosphaera was more abundant in Holstein
heifers, while Methanobrevibacter and Methanobrevibacter acididurans were more abundant

in the Gir breed. The regularized canonical correlation analysis showed a positive correlation
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between M. acididurans and Acetate: Propionate (A: P) and negative correlation between
Methanosphaera 1SO3-F5 and A: P. Although the diversity of the archaeal community was
not different between breeds and nutritional plans, the results of this study support the
hypothesis that there is a contribution of host genetics to the composition of the ruminal
microbiome. In relation to the second study, it was observed that grazing intervals and grazing
periods influenced the relative abundances of the species Methanosphaera sp. Group 5,
Group 4 MpT1, Group 8 sp. WGK1 and Group 9 sp. ISO4-G1. Methanosphaera sp. Group 5
was more abundant in grazing strategy 30-FG in period two, while Group 4 MpT1 was more
abundant in the grazing interval 95-L1 in the first period. However, the relative abundance of
the I1ISO4-G1 species was more abundant in the second period and the WGK1 species tended
to be more abundant in the 95-LI grazing interval in the first period. The regularized
canonical correlation analysis showed positive correlations between the clade
Methanobrevibacter gottschallkii and CH,4 g/day, CH, g/kg DMI and CH,4 g/kg CP, as well as
between Mmc. Group 11 sp. BRNA1 and CH4 g/kg CP. The clade Methanobrevibacter
ruminantium showed negative correlations with CH, g/kg DMI and CH,4 g/kg CP, as well as
the clade Methanobrevibacter boviskoreani and milk production kg/day. Although the
diversity of the archaea community was not different between grazing intervals, the results of
this study provide evidence that pasture management strategies may affect the composition of
the microbiome in dairy cattle and there is a temporal variation in the diversity of archaea
between the grazing cycles. In the third study, although the archaeal community presented
low diversity, it differed between feeding levels and was composed of a few species whose
abundance did not differ in response to different levels of DMI. Correlated canonical
correlation analysis showed positive correlations between Mmc. Group 9 sp. ISO4-G1 and
Mmc. Group 4 sp. MpT1 and CH4 g/kg DMI, whereas the species Methanosphaera sp. 1ISO3-
F5 presented negative correlation with CH4 g/kg DMI.

Keywords: Dairy cattle. Greenhouse gases. Microbiome. Rumen microbiology. Ruminants.



vii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Metabolismo dos produtos NADH H" e dissipadores de elétrons.......................... 20
Figura 2 - A via de formacdo do metano a partir de acetato, metanol,e CO2. Os numeros
referem-se aos Sete PASS0OS O CICIO ......ouviiiiiiiiiiie e 21
Figura 3. Comparacdo da abundancia relativa de géneros e espécies de archaea identificadas
nas novilhas Gir, F1 e Hol nos trés planos NUIICIONAIS .........ccccccvevieieiiiesiese e 44
Figura 4. Boxplot representando os indices de riqueza e de diversidade das comunidades de
archaea em novilhas Gir, F1 e Hol e 0s trés planos NULrCIONAIS............ccoveierereicneninenee 45
Figura 5. Boxplot de archaea diferencialmente abundantes nas novilhas Gir, Fle Hol.......... 46
Figura 6. Grafico de correlacdo em circulo e mapa de imagem agrupada (CIM) entre a
comunidade de archaea do rdmen a nivel de espécie e emissdes de CH,, variaveis

fermentativas e de desempenno animal.. ..........cccooiiiiiiiiiiiei e 47
Figura 7. Comparagdo da abundancia relativa de espécies de archaea identificadas nos
intervalos de pastejo N0S dOIS PEITOUOS ........ccveiiiiieie e 63
Figura 8. Boxplot representando os indices de riqueza e de diversidade das comunidades de
archaea de vacas Girolando nos dois intervalos de pastejo e periodos ..........cccceoeverereieriennen. 64
Figura 9. Boxplot de archaea diferencialmente abundantes nas vacas Girolando nos dois
intervalos de Paste]o € PErIOUOS. ......cuiiiiiriieiee et 64
Figura 10. Gréfico de correlagdo em circulo e mapa de imagem agrupada (CIM) entre a
comunidade de archaea do rumen a nivel de espécies e emissdes de CH,4 e variaveis de
AESEMPEINN0 ... bbbttt 65
Figura 11. Boxplot representando os indices de riqueza e de diversidade das comunidades de
archaea dos novilhos Girolando nos trés niveis de alimentacao .............ccccoeevveeveciieieecie e, 79
Figura 12. Comparacdo da abundancia relativa de espécies de archaea identificadas nos
NIVEIS A€ AlIMENTAGAD. ......c.eiuiieiieii ettt bbb e ne e 80
Figura 13. Grafico de correlagdo em circulo e mapa de imagem agrupada (CIM) entre a
comunidade de archaea do rumen a nivel de espécies e emissdes de CH,4 e variaveis de

desempenho de NOVIINOS GIFOIANAO .........cooviiiiiiiiicc e 81



vii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Medidas de diversidade baseada em unidades taxondmica operacionais da
comunidade de archaea do rumen de novilhas Gir, F1 e Hol nos trés planos nutricionais......43
Tabela 2. Dados meteorologicos mensais em Coronel Pacheco (MG) ......cccoocevvvvieivivennne. 57
Tabela 3. Medidas de diversidade baseada em unidades taxondmicas operacionais da
comunidade de archaea do rumen de vacas Girolando nos dois intervalos de pastejo e
0T [0 [0 1S OSSPSR 62
Tabela 4. Medidas de diversidade baseada em unidades taxonOmica operacionais da

comunidade de archaea do rimen de novilhos Girolando nos trés niveis de alimentag&o....... 78



viii

SUMARIO

e 1 U 1V PSPPSR IX
A B S T R A T et et e e e e e ra e e nraeeanrreeaa Vil
SUMARIO ...ttt bbb viii
1 LN EEI0] 5161070 J T 10
2 OBUJIETIVOS. ...ttt ettt sttt bt earenn e 11
3 REVISAO DE LITERATURA ....ooiieeeeeeeeee e see et 11
3.1 Composicdo do microbioma ruminal..........cccccceiieiiiie i 11
T O R = = Tox (1 - RSSO 12

K TR S 0] (0740 - | 01 PSSP 12
.13 FUNQOS...eie it re e 13

B L4 ATCRBEA....c.eiiicee sttt 14

3.2 Interacdes entre archaea e outros microrganismos N0 ramen............ccccceeeveennene. 15
3.3 Fermentacao rumMINal ..........ccocoiiiiiieie e 18
34 MELANOGENESE ...ttt bbb bbbttt bt 20
3.5  Métodos de mensuragao de MELANO .........cocereririrerieieee et 22
3.6 Técnicas moleculares para identificagdo de metanogénicos ..........c.ccocevereerennns 23
3.7  Fatores que afetam a metanogénese N0 FUMEN .........ccceviererineneneiene e 25

4 REFERENCIAS .......oooiiiiieteie et 27
5 CAPTTULO ittt 36
1 U 1V SRR 37
A B S T R A T et e e e e e e e e e e e a e e e a e e e nraaeennaaean 38
5.1 INTRODUGAO ...ttt 39
52  MATERIAL E METODOS ..ottt e e 40
5.3 RESULTADOS ...ttt e e st e et e e st e e e st e e e nnae e e nnaeeans 43
5.4 DISCUSSAOD.......oiiiiiriieiscieiies ettt 47
5.5 CONCLUSODES.......cocoieieeee ettt enes s sttt n e 50
5.6  REFERENCIAS.......ooiieecceeeeeeeee ettt en sttt n s, 50

6 CAPTTULO T oot 53
RESUMO ...ttt sttt ettt b et et e st et e st et esesbe st e s e ebesbe e eneetenrs 54
ABSTRACT oottt ettt et e bRttt r ettt re et b et et 55

6.1  INTRODUGAO ..ottt 56



6.2  MATERIAL E METODOS ......ooooviiieieeeieeeeeeese et ssesnessesses s 57
8.3  RESULTADOS .....oooieieereseereteetstesiesessessessesss sttt esnesss s sensensnsn s 62
8.4  DISCUSSAD.......coooieieeeieeeeeteeteseeese ettt sn st s s, 66
8.5 CONCLUSODES.......cooiieieieeeteee ettt nes sttt n st 67
6.6  REFERENCIAS.......oooieiceeeeteeeeee ettt nes sttt en st 68
7 (07 =1 1 U1 1@ I 1 OO UU TR 71
RESUMO ..ottt sttt sttt n sttt 72
F N =TSR I 27X TP 73
7.1 INTRODUGAO ...t 74
7.2 MATERIAL E METODOS ..ottt ee e 75
7.3 RESULTADOS ....oooiiieeeeeeeeeeetee sttt sn e 78
74 DISCUSSAD.......cooieiiiireieee sttt ettt an st 81
7.5 CONCLUSODES.......cooiieeceeeee ettt 83
7.6 REFERENCIA ..ottt 83

8 CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt 87



10

1 INTRODUCAO

A atividade pecuéria envolve milhdes de pessoas no mundo, tanto nos paises em
desenvolvimento quanto nos desenvolvidos. Com um aumento esperado na populagéo
mundial de 7,4 bilhdes para 9,6 bilhdes em 2050, havera uma maior demanda de produtos de
origem animal como leite e carne per capita. Portanto, um grande desafio na producéo
pecuéria € aumentar a produtividade e, ao mesmo tempo, reduzir o impacto ambiental.
(GERBER et al., 2013).

Nas Ultimas décadas, concentracdes crescentes de gases de efeito estufa (GEE) na
atmosfera levaram ao aumento das temperaturas globais e das mudangas climaticas. Dentre 0s
varios GEE, a agropecuaria contribui de forma significativa com a emissdo de trés deles:
metano (CHy), diéxido de carbono (CO,) e dxido nitroso (NO,) (IPCC, 2014). As emissdes de
metano derivam de varias fontes, entretanto as maiores fontes globais de CH, sdo as areas
Umidas naturais e construidas. Além dessas fontes de producdo de CH4 também existem as
fontes antropogénicas, como plantagdes de arroz, criagcdo de animais domesticados, aterros e
queima de combustiveis fosseis (ARONSON et al, 2013). A pecuéria contribui
significativamente para a producdo de GEE, segundo ao Quarto Inventario Brasileiro de
Emissbes de GEE (MCT, 2017), em 2017 a fermentacédo entérica respondia por cerca de 90%
do total de emissBes de CH, referentes ao setor de agricultura no Brasil.

A producédo de metano a partir de ruminantes ocorre durante a digestdo microbiana dos
alimentos no rumen, que abriga um grande nimero de microrganismos que tém a capacidade
de converter alimentos ricos em fibras em produtos de elevada densidade nutricional, como
leite e carne. A producdo de CH,4 depende do tipo de alimento e do hospedeiro (JOHNSON;
JOHNSON, 1995). Além disso, a producdo de CH,4 pode ser influenciada por diversos fatores,
como dieta, raca, localizacdo geografica, e parametros fisioldgicos, como tempo de
mastigacdo, tamanho e taxa de passagem do rimen (HENDERSON et al., 2015; JAMI;
MIZRAHI, 2012). Esses fatores podem beneficiar certos tipos de comunidades microbianas
no rumen, o0 que, por sua vez, influencia a digestdo dos alimentos em produtos finais que
podem afetar a producdo animal.

Recentemente, com a possibilidade de utilizagdo de sequenciamento de nova geragéo,
avancos na pesquisa em microbiologia ruminal tém crescido nos ultimos anos (AUFFRET et
al., 2017; BAINBRIDGE et al., 2016; CARBERRY et al., 2012; CERSOSIMO et al., 2016;
DANIELSSON et al., 2017; HENDERSON et al., 2015; KITTELMANN et al.,, 2014;

WALLACE et al., 2015), entretanto o0s estudos conduzidos com animais criados em
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condicgdes de clima tropical ainda sdo limitados (CUNHA et al., 2017, 2018, DIAS et al.,
2017, 2018), assim é necessario a realizacdo de estudos nessas condi¢cdes para a melhor
compreensdo de como a diversidade do microbioma relaciona-se com a utilizacdo de

alimentos e a producédo de CHy.

2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi investigar a estrutura e a diversidade de populac¢des
de archaea em bovinos leiteiros e as relaces entre populagdes metanogénicas e a producao de

CH, em animais criados em ambiente de clima tropical.

Os objetivos especificos dos estudos descritos nos Capitulos I-111 foram:

> Investigar correlacdes entre emissdes de CH,, estrutura da comunidade de archaea,
desempenho animal e variaveis fermentativas (Capitulo I - I11);

» Investigar o efeito da composicdo racial e planos nutricionais na comunidade de
archaea (Capitulo I);

> Investigar o efeito de intervalos de pastejos na comunidade de archaea (Capitulo
1);

» Avaliar o impacto do consumo de matéria seca na diversidade e abundancia de

archaea (Capitulo I11).

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Composicdo do microbioma ruminal

O ecossistema ruminal é um ambiente diverso, estritamente anaerdbio e, apresenta
relacBes ecolégicas complexas envolvendo principalmente bactérias (10*°-10** células/ml),
archaea (10" a 10°cel/ml), protozoérios (10*-10%/ml), fungos anaerébios (10°-10° zo4sporo/ml)
e bacteri6fagos (10%-10%ml) (KAMRA, 2005), podendo ser atribuidos a diferentes grupos
funcionais, que degradam a ampla variedade de componentes dos alimentos ou metabolizam
alguns dos produtos formados por outros microrganismos. Apesar da importancia da
populacdo microbiana ruminal para a satde e a produtividade animal, o conhecimento sobre a
diversidade desta populagdo precisa ser ampliado, uma vez que, menos de 1% dos
microrganismos do rumen foram cultivados e identificados. A estrutura dessa comunidade
microbiana ¢ influenciada por muitos fatores, incluindo espéecies hospedeiras, idade, estado de

saude, dieta, localizagcdo geografica, variacGes genotipicas e fisioldgicas individuais e uso de
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antibioticos. Desta forma, os principios como nicho de ocupacdo, pressdo seletiva, adaptacao
e interagdes entre as populagdes, bem como a cinética de utilizagdo do substrato devem ser
levados em consideracdo na avaliagdo do microbioma ruminal e suas interacdes
(CARBERRY etal., 2012; TAJIMA et al., 2001).

3.1.1 Bactérias

As bactérias ruminais formam o grupo mais diversificado dentro do rimen, capaz de
utilizar fibra, amido, proteina e acUcares. No ramen, podem ser observadas quatro
subpopulacdes de bactérias: (i) populagdo composta por bactérias livres no liquido ruminal,
(i) populacéo de bactérias ligada as particulas de alimento; (iii) populacéo de bactérias ligada
ao epitéelio ruminal; e (iv) bactérias associadas a superficie dos protozoarios (KOIKE et al.,
2003; MCALLISTER et al., 1994). Populacbes bacterianas associadas as particulas de
alimentos sdo predominantes e respondem por até 75% da comunidade bacteriana do rimen
(KOIKE et al., 2003). As bactérias associadas ao epitélio representam apenas uma pequena
fracdo da comunidade de bactérias do rumen e estdo mais intimamente relacionadas a
atividade metabolica do hospedeiro do que as bactérias do conteddo ruminal (WALLACE et
al., 1979).

A comunidade bacteriana do rimen é responsavel pela quebra dos componentes dos
alimentos, permitindo que os ruminantes obtenham cerca de 70% da energia metabolizavel a
partir da fermentacdo ruminal dos alimentos (HERNANDEZ-SANABRIA et al., 2012). As
bactérias do rumen sdo altamente diversificadas e variam em sua especificidade de substrato,
sendo que a maioria utiliza mondmeros liberados do material vegetal pela hidrdlise de
polimeros, como celulose, hemicelulose, pectina, amido e lipidios (STEWART et al., 1997),
sendo os filos Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria os mais abundantes (TAPIO et al.,
2017b). Ruminococcus, Butyrivibrio e Fibrobacter abrigam as principais espécies celuloliticas
conhecidas, e o género Prevotella, apesar de ndo ser celulolitico, engloba uma grande
variedade de espécies com diferentes capacidades de degradacdo do substrato (MIZRAHI;
JAMI, 2018).

3.1.2 Protozoéarios
Os protozoarios sdo microrganismos eucarioticos unicelulares, e embora sejam
menores em riqueza comparados as bactérias e archaea, respondem por até 50% da biomassa

microbiana do rumen e podem contribuir para aproximadamente um terco da degradacdo dos
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alimentos (WILLIAMS; COLEMAN, 1997). Os protozoéarios ciliados do rumen sdo
metabolicamente ativos, sendo capazes de influenciar a fermentacdo dos alimentos e as
comunidades microbianas do ramen e, consequentemente a quantidade e a propor¢do dos
produtos finais da fermentacdo. Os protozoarios produzem grandes quantidades de hidrogénio
(H,) através do englobamento de matéria orgénica, principalmente bactérias, em vacutolos
digestivos onde ocorre a hidrolise (MORGAVI et al., 2010), desta forma, para aumentar o
acesso ao Hy, os microrganismos metanogénicos do ramen estdo simbioticamente envolvidos
com os protozoarios. Como resultado, segundo Newbold et al. (1995) 9% a 25% dos
microrganismos metanogénicos do rimen estdo associados aos protozodarios (dentro ou em
contato proximo).

Protozoarios sdo de dois tipos principais: Holotricha e Entodiniomorfos. As diferencas
entre os protozoarios Holotricha e Entodiniomorfos parecem estar relacionadas a preferéncia
de substrato, consumo de O,, producdo de H,, taxa de crescimento e produtos finais de
fermentagdo. Assim, pode-se esperar que alguns protozoarios tenha um impacto maior sobre a
metanogénese ruminal do que outros. Em apoio a essa premissa, Belanche et al. (2015)
observaram que 0s protozoarios Holotricha parecem estar mais intimamente relacionados com
a producéo de CH4 do que os Entodiniomorfos. Contudo, permanece desconhecido se este
efeito depende da presenca de um maior nimero de metanogénicos associados aos
protozoarios Holotricha, ou da presenca de uma populacdo especifica de metanogénicos
associados a esses protozoarios (BELANCHE et al., 2014).

3.1.3 Fungos

Os fungos anaerdbios também constituem parte integrante do microbioma ruminal e
mostraram contribuir para a digestdo da parede celular da planta. Os fungos presentes no
ramen pertencem ao filo Neocallimastigomycyota, sendo responsaveis por 5% a 20% da
biomassa microbiana do rimen (GRUNINGER et al., 2014). Devido a presenca de diferentes
enzimas, como proteases, celulases e hemicelulases, tem sido sugerido que os fungos
desempenham um papel central na colonizagdo e ruptura de tecidos lignoceluloliticos
permitindo uma maior acessibilidade a fibra (MIZRAHI; JAMI, 2018). Similarmente aos
protozoarios, o0s fungos anaerébios possuem organelas especializadas chamadas
hidrogenossomas, que durante a fermentagdo produzem H,, CO,, acetato, formato, lactato e
etanol como residuos metabolicos (GRUNINGER et al., 2014). As dietas a base de fibras
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estimulam o crescimento flngico no rimen, em comparacdo com dietas ricas em carboidratos
soluveis (KAMRA, 2005).

Os fungos anaerobios do ramen, assim como 0s protozoarios ciliados, permanecem
pouco conhecidos, em relacdo a diversidade. A dificuldade na analise taxondmica dos fungos
decorre do fato de que o marcador rRNA comumente usado, regido espagadora do transcrito
interno 1 (ITS 1 - Internal Transcribed Space), é limitada em suas informacdes filogenéticas
para fungos. Koetschan et al. (2014) propuseram o uso adicional de uma estrutura secundaria
central comum da regido ITS1 dos fungos anaerobicos para melhorar a capacidade de
classificacdo taxondmica dos fungos usando sequenciamento de alto rendimento. A melhora
na classificacdo dos fungos no rumen possibilitou a avaliacdo recente de sua composicao e
dindmica em diferentes animais e dietas. No estudo de Ishaq et al. (2017) ao avaliarem o
efeito da acidose ruminal subaguda (SARA) induzida, observaram que as vacas leiteiras ao
mudarem abruptamente de uma dieta rica em fibras para uma dieta de alto grdo com ou sem
suplementacdo com levedura seca ativa para induzir SARA aumentou drasticamente o nimero
e abundancia na taxa de fungos raros. O tratamento com levedura ativa aumentou a riqueza
fangica, mas ndo a diversidade. J& Tapio et al. (2017a) ao avaliarem o efeito de dietas com
baixo e alto concentrado e com ou sem suplementacdo de Gleo de girassol na comunidade
microbiana ruminal, observaram uma queda na abundancia de fungos em dietas com alto
concentrado sem adicdo de 6leo. Em outro estudo, Kittelmann et al. (2014) ao avaliarem a
correlacdo entre a estrutura da comunidade microbiana ruminal e o rendimento de CH, de
ovinos nao observaram diferenca na estrutura da comunidade fingica em relacdo as emissoes

de CH,4 dos ovinos.

3.1.4 Archaea

As archaea sdo um grupo de procariontes que constituem um dominio da vida
filogeneticamente separado e, embora se assemelhem morfologicamente a bactérias, elas
diferem em sua parede celular e composicdo da membrana (GRIBALDO et al., 2006). Os
microrganismos metanogénicos exibem uma diversidade quimica de paredes celulares, como
a pseudomureina em espécies de Methanobrevibacter e Methanobacterium, e as paredes
compostas por metanocondroitina de Methanosarcina (MADIGAN et al., 2016). Existem
também importantes diferencas entre os cofatores presentes em diferentes especies de

metanogénicos, como variagdes sistematicas nas quantidades relativas de analogos da
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coenzima Fgp0, pterinas e corrindides do tipo B12 em diferentes espécies metanogénicas
(STEWART et al., 1997).

As archaea metanogénicas sdo um grupo filogeneticamente diverso estritamente
anaerdébico com metabolismo de energia restrito a formacéo de CH, a partir de didéxido CO, e
H,, formato, metanol, metilaminas e/ou acetato, podendo ser encontradas em diferentes
ambientes anaerobios (CERSOSIMO; WRIGHT, 2015; THAUER et al., 2008). Atualmente,
existem sete ordens conhecidas de microrganismos metanogénicos: Methanobacteriales,
Methanomicrobiales, Methanococcales, Methanocellales, Methanopyrales, Methanosarcinales
e a recém-descoberta ordem Methanomassiliicoccales. De acordo com Cersosimo e Wright
(2015), 120 espécies e 33 géneros de microrganismos metanogénicos foram identificados no
ramen.

No rumen, alguns metanogénicos vivem em uma relacdo simbidtica com outros
microrganismos, como bactérias e protozoarios, e outros sdo de vida livre. Existe uma relacéo
sinérgica entre os microrganismos fermentadores que produzem H, e metanogénicos que
utilizam H,, envolvendo a transferéncia interespecifica de H,. Esta relacdo sinérgica aumenta
a fermentacdo dos alimentos, mantendo a pressdo de H, baixa (THIELE et al., 1988). A
maioria dos metanogénicos no rimen sao hidrogenotréficos, ou seja, utilizam o H, produzido
através da fermentacdo ruminal para reduzir o CO, em CH, (MORGAVI et al., 2010). Estes
incluem espécies do género Methanobrevibacter, como Methanobrevibacter gottschalkii,
Methanobrevibacter thaueri e Methanobrevibacter millerae (JANSSEN; KIRS, 2008). Outras
vias de metanogénese podem ser encontradas no rdmen de animais adultos, como a
metilotréfica usada pela familia Methanomassiliicoccaceae (POULSEN et al., 2013) e as vias
acetoclasticas menos prevalentes usadas por membros da ordem de Methanosarcinales
(LAMBIE et al., 2015; MORGAVI et al., 2010).

3.2 Interagdes entre archaea e outros microrganismos no rimen

O rumen abriga um grande numero de diferentes espécies de microrganismos e, a
interacOes entre esses grupos é essencial para sustentar suas populagdes e atividades no
rimen, no entanto essas interac@es ainda ndo sdo totalmente compreendidas (WOLIN et al.,
1997). A interagcdo dos metanogénicos com outras bactérias atraves da transferéncia de H;
interespécies no processo de fermentacdo permite que 0S microrganismos metanogénicos

ganhem energia para seu proprio crescimento, enquanto o acumulo de H, é evitado, o que
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beneficia o crescimento de bactérias produtoras de H, permitindo maior degradacdo dos
alimentos ingeridos (BOADI et al., 2004).

As bactérias celuloliticas desempenham um papel fundamental no ecossistema
ruminal, uma vez que, a maioria dos membros deste grupo produz H, como produto final da
fermentacdo e grande parte do ataque primario dos alimentos ingerido pelos ruminantes é
mediado por essas bactérias. Para um continuo processo de fermentagdo, o H, liberado como
subproduto da fermentacdo deve ser continuamente removido do rGmen. Embora as archaea
estejam envolvidas diretamente apenas nos estagios finais da fermentacdo, elas s&o
importantes, pois sdo capazes de utilizar efetivamente elétrons na forma de H, para reduzir o
CO, para CH4, mantendo assim a pressdo de H, no rimen baixa. Desta forma, na sua
auséncia, a transferéncia de H; interespécies € afetada, e 0 acumulo de H, no rimen inibe a
reoxidacdo de coenzimas envolvidas nas reacdes redox nas células bacterianas, afetando os
processos de fermentacdo (BOADI et al., 2004; MORGAVI et al., 2010; WOLIN et al.,
1997).

Kittelmann et al. (2014) identificaram trés ruminotipos diferentes que pareciam estar
associados a variacfes na producdo de CH4 em ovelhas. Dois destes (Q e S) foram ligados a
rendimentos significativamente mais baixos de CH,4 do que o terceiro tipo (H). O rumindtipo
Q de baixo CHj, foi associado a propor¢édo acetato:propionato significativamente menor que S
e H, e abrigou abundancias relativas altas de Quinella ovalis produtora de propionato. O
ruminétipo S de baixo CH, foi caracterizado por Fibrobacter spp., Kandleria vitulina,
Olsenella spp., Prevotella bryantii e Sharpea azabuensis, produtoras de lactato e succinato. O
rumin6tipo H de alto CH,4 apresentou maiores abundéancias relativas de espécies pertencentes
a Ruminococcus, Clostridiales, Prevotella entre outros, muitos dos quais s&o conhecidos por
formar quantidades significativas de H,. Em outro estudo, Danielsson et al. (2017)
observaram dois clusters distintos relacionados a producdo de metano em vacas leiteiras. Um
cluster foi associado com baixa producdo de CH, (cluster L) enquanto o outro cluster foi
associado com alta producéo de CH, (cluster H) e os emissores médios ocorreram em ambos
os clusters. As diferencas entre os clusters foram principalmente ligadas as abundancias
diferenciais de certas OTUs pertencentes a Prevotella. Além disso, varias OTUs pertencentes
a familia Succinivibrionaceae foram dominantes em amostras pertencentes ao cluster L. De
forma semelhante, Kamke et al. (2016) também encontraram agrupamentos semelhantes na
composicdo da comunidade bacteriana em ovinos relacionados a emissores de alto, baixo e

médio rendimento de CH,. Ja, Chaucheyras-Durand et al. (2010) observaram que a produgédo
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de CH, foi reduzida quando a espécie fibrolitica ndo produtora de H,, Fibrobacter
succinogens, era predominante, sem prejudicar significativamente a degradacao das fibras e
da fermentacao ruminal.

A conversdo de H, e CO, em acetato por meio da acetogénese ocorre em muitos
ecossistemas anaerobios microbianos, e é uma via competitiva para a producdo de CHj. A
conversdo de H, e CO, em CH, é termodinamicamente mais favoravel e produz mais energia
do que a conversdo de H, e CO, em acetato. Entretanto, a perda de energia da alimentacao e a
emissdo de CH, para a atmosfera pela producdo de CH4 poderiam ser minimizadas, se H; e
CO, forem utilizados para formar acetato em vez de CH, (GAGEN et al., 2015; LE VAN et
al., 1998). Estudos in vitro tém demonstrado que a homoacetogénese é estimulada apos a
inibicdo seletiva de metanogénicos e 0 uso de leveduras como aditivo alimentar ruminal
(FONTY et al., 2007; LE VAN et al., 1998; NOLLET et al., 1998). No entanto, tentativas de
aumentar a acetogénese atraveés do aumento do nimero de homoacetogénicos no rimen de
forma natural ou pela adigcdo de isolados ndo-ruminais ndo obtiveram sucesso em diversos
ensaios in vitro e in vivo (DEMEYER et al., 1996; IMMIG et al., 1996).

A producdo de H, por protozoarios do rumen via fermentacdo fornece substrato para
0S metanogénicos, e 0s protozoarios se beneficiam da remoc¢do de H,, uma vez que o H, é
inibidor de seu metabolismo. Além disso, os protozoarios também podem fornecer vantagem
aos metanogénicos extinguindo o oxigénio (O,) através de seus hidrogenossomos tolerantes
ao Oy, ou agindo como um veiculo para a reten¢do de metanogénicos de crescimento mais
lento no raimen (NEWBOLD et al., 1995; WILLIAMS; COLEMAN, 1997). Os protozoarios
do rimen ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia do hospedeiro, portanto a defaunagdo tem
sido amplamente utilizada para estudar o papel dos protozoérios ciliados no ridmen. A
defaunacéo foi, portanto, investigada em relacdo a producdo de CH,4 e, embora alguns estudos
ndo tenham mostrado correlacdo entre os protozoarios e a producdo de CH, (BIRD et al.,
2008; HEGARTY et al., 2008; MORGAVI et al., 2012) outros estudos confirmaram essa
relacdo (HEGARTY, 1999; MORGAVI et al., 2010; NEWBOLD et al., 1995; RANILLA et
al., 2007). Em uma recente meta-anélise, Newbold et al. (2015) observaram reducéo de 11%
da producéo de CH4 na auséncia de protozoarios no ramen.

Os fungos anaerdbicos presentes no rdmen, assim como 0S protozoarios, produzem
quantidades abundantes de H,, juntamente com CO,, formato e acetato como produtos finais
do seu metabolismo. Portanto, a colaboracdo entre fungos e metanogénicos produtores de H,

representa outro exemplo de transferéncia interespecifica de H,. Varios estudos investigaram
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as interacOes entre fungos do rumen e metanogénicos (GRUNINGER et al., 2014; TAPIO et
al., 2017b). Embora haja motivos para supor que a abundancia de fungos possa estar
relacionada as emissGes de CHy, existem poucos trabalhos correlacionando os fungos e as
emissdes de CH,4. Cunha et al. (2017) ao avaliarem a correlacdo das comunidades microbianas
do rimen de vacas leiteiras de baixa e alta producdo de leite, bem como a de vacas secas,
criadas em condic@es tropicais com as emissdes de CHy e caracteristicas de producéo animal,
ndo observaram correlagcdes significativas com as emissfes de CH4. Wang et al. (2017)
relataram um declinio na emissdo de CH,4 ap6s a eliminacdo dos fungos no rumen, o que foi
associado com a reduzida producéo de H, e com uma mudanca no padrdo de fermentacéo de

acetato para propionato, que compete com a metanogéneses para utilizacdo do H,.

3.3 Fermentacdo ruminal

Em ruminantes, a degradacdo das macromoléculas dos alimentos ingeridos ocorre no
ramen, reticulo e omaso, que juntos sdo chamados de reticulo-rimen. O rimen é colonizado
por uma microbiota densa e geneticamente diversa, composta por diversas espécies de
bactérias, protozoarios, archaea e fungos, que interagem entre si desempenhando um papel
importante na digestdo dos alimentos e no fornecimento de nutrientes para o hospedeiro
(CHENG; MCALLISTER, 1997; MIZRAHI; JAMI, 2018).

A comunidade microbiana ruminal é responsavel pela fermentacdo e degradacdo de
fibras vegetais convertendo o material vegetal em compostos digestiveis, como &cidos graxos
volateis (AGV), e servem como a principal fonte de energia para o hospedeiro (NAGARAJA
et al., 1997). Quando os alimentos entram no rimen, 0s microrganismos primarios, como
bactérias, fungos e protozoarios, comecam a digerir as macromoléculas dos alimentos, com o
auxilio de diversas enzimas produzidas por esses microrganismos. Para a hidrolise das
estruturas das cadeias de celulose, sdo necessérias diversas enzimas, como as celulases,
xilanases, B-glucanases, amilase, e proteases, que podem ser de origem enddgena e
microbiana (MOSS et al., 2000; WANG; MCALLISTER, 2002).

A fermentagdo da glicose, liberada a partir da degradacdo das macromoléculas dos
alimentos, € um processo oxidativo que ocorre principalmente pela rota glicolitica de Emden-
Meyerhof-Parnas (EMP), gerando cofatores reduzidos como NADH. Para que a fermentagéo
continue é necessario a reoxidacdo desses cofatores por meio de reacdes e desidrogenase,
liberando H, no ramen (Figura 1). O NAD+ é regenerado por transferéncia de elétrons através

de receptores de elétrons que nao seja o O,, como CO,, sulfato, nitrato ou fumarato. O
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transporte de elétrons esta ligado a geragdo de ATP como resultado de um gradiente de
elétrons gerado através da membrana onde esses cofatores estdo presentes. Nesse processo,
dois ATPs sdo consumidos na fase inicial da fosforilacdo das hexoses, e quatro ATPs sdo
formados durante a oxidacao das trioses (KOZLOSKI, 2011; MOSS et al., 2000; RUSSELL;
WALLACE, 1997).

A partir do piruvato varias rotas diferentes podem ser utilizadas até a formacéo dos
produtos finais da fermentacdo, que sdo principalmente os acidos graxos volateis (acetato,
propionato e butirato), CO, e CH4. Na producdo de acetato, inicialmente o piruvato é oxidado
por uma piruvato desidrogenase ligada ao NAD para formar acetil coenzima-A (acetil-CoA),
sendo a transferéncia de elétrons mediada por uma ferredoxina. A seguir, acetil-CoA é
substituida por um grupo fosfato, formando acetil-fosfato, por uma reacdo de
fosfotransacetilase reversivel. Na ultima fase, o acetil-fosfato é influenciado pelo acetato
quinase, produzindo ATP e liberando acetato. J& na producgdo de butirato, duas moléculas de o
acetil-SCoA sdo convertidas em acetoacetil-SCoA por uma série de reacles, e
sequencialmente é reduzido, desidratado e reduzido novamente formando o butiril-SCoA. O
grupo SCoA € substituido por um grupo fosfato, originando butiril-fosfato, no qual €
posteriormente é desfosforilado, liberando butirato e formando um ATP (KOZLOSKI, 2011;
RUSSELL; WALLACE, 1997).

O proprionato pode ser sintetizado por duas vias diferentes no rimen: a do succinato
ou do acrilato. A producdo de propionato pela via do succinato envolve a carboxilacdo do
piruvato para formar oxaloacetato, que é reduzido a malato pela malato desidrogenase. O
malato € entdo desidratado por fumarase, com fumarato sendo hidrogenado por uma fumarato
redutase. Alternativamente, o fosfoenolpiruvato pode ser convertido diretamente a
oxaloacetato pela acdo de uma transcarboxilase, tendo metilmalonil-SCoA como doador do
grupo carboxila. Os estagios finais do metabolismo do propionato implicam na formacéo de
succinil-CoA, uma reacdo mutase dependente de vitamina B12, uma descarboxilagcdo e a
hidrolise do éster CoA. Na via do acrilato, inicialmente o piruvato é convertido a lactato, o
gual associa-se com a coenzima-A, formando lactil-SCoA, que é em seguida desidratado
formando acrilil-SCoA, e posteriormente reduzido por uma flavoproteina, formando por final
0 propionato. Esta via ndo inclui uma carboxilacdo ou descaboxilacdo. A reducdo do acetil-
CoA envolve uma cadeia de transporte de elétrons empregando ferredoxina e uma
flavoproteina de transporte de elétrons. A formacgdo de propionato por esta rota ndo resulta na
sintese de ATP (KOZLOSKI, 2011; RUSSELL; WALLACE, 1997).
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Figura 1 - Metabolismo dos produtos NADH H™ e dissipadores de elétrons. Fonte: MOSS et
al.(2000)

2 Acrylate

As proporcdes dos produtos finais da fermentagdo no rimen podem mudar de acordo
com a dieta que chega ao rumen, resultando em diferentes quantidades de H, formado e,
portanto, a quantidade de CH,; formado por unidade de alimento digerido depende da
guantidade de H, formado. A producdo de acetato e butirato promovem a producdo de
metano, uma vez que resultam em uma maior liberacéo de H, liquido, enquanto a formacéo de
propionato pode ser considerada como um caminho competitivo para o uso de H, no rumen,

reduzindo a disponibilidade de substrato para a metanogénese (JANSSEN, 2010).

3.4 Metanogénese

No rumen, a formacdo de CH,4 (metanogénese) é a maior € mais importante via de
remocao de Hy, que é um dos principais produtos finais da fermentacdo dos alimentos pelas
bactérias, protozoarios e fungos (MOSS et al., 2000). A via da metanogénese varia
dependendo dos substratos, podendo assim as archaea ser divididas em trés categorias
nutricionais: i) hidrogenotroficas, que oxidam H, e reduzem o CO,, entretanto alguns também
podem usar formato para reduzir o COy; ii) metilotréficas, que usam compostos metilicos,
como as metilaminas e o metanol; e iii) acetoclasticas, que utilizam acetato para producao de
CH,. Além disso, alguns dos metanogénicos sdo versateis e podem usar varios substratos
(GARCIA et al., 2000).

Bioguimicamente, a metanogénese é um processo complexo que envolve diversas
coenzimas, sendo quase totalmente exclusivas dos metanogénicos, como a coenzima M,

metanofurano e coenzima Fs0 (WHITMAN et al., 2006). O metabolismo energético dos
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metanogénicos pode ser constituido de duas fases: uma etapa oxidativa, na qual a coenzima M
(HS-CoM) e a coenzima B (HS-CoB) sdo oxidadas, e uma etapa redutora, na qual o
heterodissulfureto da coenzima M e coenzima B é reduzido (THAUER, 1998).

A reducdo do CO, para CH,4 envolve sete etapas (Figura 2). Inicialmente o CO; é
reduzido com o transportador C; metanofurano (MFR) para formilmetanofurano catalisada
pela formilmetanofurano desidrogenase (Fwd). Posteriormente o grupo formil é transferido do
MFR para o segundo transportador C; a tetra-hidrometanopterina (Hs;MPT) catalisado por
formilmetanofurano: H4MPT formiltransferase (Ftr). O formil-H;MPT é entdo reduzido a
metil-H;MPT através do metil-H4sMPT ciclohidrolase (Mch), metileno-H4;MPT desidrogenase
dependente de Fio (Mtd) e metileno-HsMPT redutase dependente de Fsy (Mer). O grupo
metil da metil-H4;MPT ¢€ transferido para coenzima M (CoM) através da metil-H;MPT:CoM
metiltransferase transmembranar (Mtr). A metil-CoM redutase (Mcr) é responsavel pela
reducdo final do grupo metil ao CH,4. A coenzima B (CoB) é o doador de elétrons direto nesta
reducéo, e o CoB oxidado forma o heterodissulfeto com CoM (CoM-S-S-CoB). E por final o
CoM-S-S-CoB é reduzido pelo complexo heterodissulfureto redutase (Hdr) para produzir HS-
CoM. O potencial de membrana gerado a partir de Fwd e Mtr contribui para o potencial de
membrana envolvido na conservagédo de energia. A formacdo de metil-CoM, a reciclagem de
CoM e a formacdo de CH, é conservada com as outras vias de metanogénese (LIU;
WHITMAN, 2008; THAUER, 1998; WHITMAN et al., 2006).
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Figura 2 - A via de formacdo do metano a partir de acetato, metanol e CO2. Os numeros

referem-se aos sete passos do ciclo. Fonte: WHITMAN et al. (2006)
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Na via acetoclastica, o acetato é primeiro convertido em acetil-coenzima A pela acetil-
CoA sintetase ou por acetato quinase (Ack) e fosfoacetil transferase (Pta). O mondxido de
carbono (CO) desidrogenase cliva entdo a acetil-CoA, liberando o CO e transferindo o grupo
metil para H4MPT, entrando na via de metanogénese em Mtr. O CO é o oxidado pela
ferrodoxina (Fdx) e Ha, produzindo CO,, que alimenta a via da metanogénese (FOURNIER;
GOGARTEN, 2008). A via metilotréfica, dependendo do doador de elétrons, pode ocorrer de
duas formas diferentes: i) se tem Hy, o0 grupo metil do metanol é transferido para HS-CoM por
duas metiltransferases (Mtl e Mt2) e ii) quando o H; esta ausente, parte do metanol é oxidado
para servir como redutor no sistema metil redutase. Os grupos metilicos entram na via da
metanogénese na etapa final da metanogénese, onde ocorre a reducéo do grupo metil pela Mcr
(WHITMAN et al., 2006).

As reacdes envolvidas na producdo de CH4 no rdmen sdo os Unicos mecanismos
geradores de energia das archaea. As archaea possuem dois mecanismos de conservacgdo de
energia: (i) uma forca préton-motiva associada a reacdo de metil-redutase, utilizada para
conduzir a sintese de ATP, e (ii) uma forca sodio-motiva formada durante a metanogénese e
utilizada para conduzir a oxidacdo de grupos metil durante o crescimento a partir de
compostos metilicos. Quando o metano é formado a partir de H, e CO,, 0 ATP é produzido a
partir da forga sédio-motiva formada durante a transferéncia do grupo metil de metanopterina
para CoM através da enzima metil-transferase. Em seguida, esse estado energizado da
membrana comanda a sintese de ATP, por meio de uma ATPase proton-dirigida apos a
conversdo da forca sédio-motiva em uma forca préton-motiva pela troca de Na* por H*
através da membrana (MADIGAN et al., 2016).

3.5 Meétodos de mensuracdo de metano

Atualmente, existem diversos métodos disponiveis para a mensuracdo de CH,, todos
com suas vantagens e desvantagens. Métodos confiaveis sdo importantes quando se estima a
quantidade de CH,4 produzida de individuos e/ou diferentes tipos de dietas, uma vez que, a
escolha do método afeta os resultados. A escolha do método para mensuracdo de CHy
depende do objetivo do estudo, e diversos fatores precisam ser levados em conta, como 0
nivel de precisdo exigido, a escala e o planejamento dos experimentos. Alem disso, 0 custo
em relagdo a qualidade dos resultados de um determinado méetodo também deve ser levado em
consideracdo (BHATTA; ENISHI, 2007).
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As camaras respirométricas sdo consideradas o método padrdo para mensuracdo de
CH,, uma vez que, permite mensuracdes completas da produgdo de CH,, consumo de O, e
producdo de CO,, e quantificacdo da producdo de calor que ocorre simultaneamente,
permitindo assim estimar a taxa metabdlica do corpo inteiro (KAIYALA; RAMSAY, 2011).
Além disso, apresenta acurada mensuracdo e baixa variabilidade, entretanto o investimento
para o estabelecimento das camaras respirométricas é alto, a capacidade limitada do sistema
pode restringir o nimero de animais, aléem de criar um ambiente artificial que pode afetar o
comportamento animal (BHATTA; ENISHI, 2007; STORM et al., 2012).

Na tentativa de superar essas restricGes, a técnica do gas tracador hexafluoreto de
enxofre (SFg) foi desenvolvida, o que elimina a necessidade de confinamento do animal,
permitindo que as emissdes de CH, sejam estimadas em condicdes de pastejo (JOHNSON et
al., 2007). A técnica do gas tracador SFg baseia-se na taxa de liberacdo conhecida do gas
tragador SFg e na razdo entre a concentragdo de SFg e CH,4, onde 0 SF¢ é fornecido através de
uma cépsula de permeacdo, a qual é colocada no rimen, e a razdo entre as concentracdes de
CH, e SF¢ é medida e corrigida com base nas concentracfes do ambiente, e uma vez que, a
concentracdo do gas tracador é conhecida, a taxa de producdo de CH,4 pode ser calculada
(HILL et al., 2016). Embora esse método apresente a vantagem de poder ser usado em
animais em seu ambiente natural, é necessario alta demanda de mao de obra e tem alta
variabilidade (STORM et al., 2012).

A producdo de CH; também pode ser medida com métodos in vitro, embora 0s
métodos in vivo sejam mais precisos, uma vez que medem diretamente no animal, a
mensuracao in vitro apresenta baixo custo, além de ser menos onerosa (BHATTA; ENISHI,
2007). Este método prediz o CH,4 ruminal e permite estudos de cinética de fermentacéo. Essa
abordagem leva em conta a dindmica ruminal da degradabilidade e cinética de fermentacdo no
rimen. As técnicas in vitro sdo utilizadas para simular o que ocorre in vivo, portanto é

importante ter conhecimento das limitagdes do método (STORM et al., 2012).

3.6 Tecnicas moleculares para identificacdo de metanogénicos

O isolamento de microrganismos é um passo importante no processo de compreensao
da biologia e ecologia de espécies microbianas. No entanto, a maioria dos microrganismos em
ambientes naturais normalmente ndo cresce em condicdes de laboratdrio, devido a dificuldade
de simulacdo do ambiente ruminal em condi¢cfes de laboratério. Inicialmente, a compreenséo

da comunidade microbiana do rimen era dependente dos métodos de cultura, entretanto com
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0 avanco das técnicas de biologia molecular varios metodos independentes de cultura foram
desenvolvidos nos ultimos anos, e 0s avangos nas técnicas moleculares e o uso de marcadores
moleculares como o gene rRNA 16S e as regides ITS tem superado as limitagdes in vitro no
estudo da diversidade microbiana do ramen levando a uma compreensao mais aprofundada da
comunidade ruminal (TAPIO et al., 2017b; ZHOU et al., 2011).

Para a quantificacdo de certas espécies ou grupos de espécies, a PCR quantitativa em
tempo real (QPCR) é um método independente de cultura comumente utilizado, e tem sido
usada em muitos estudos sobre a microbiota ruminal para comparar diferencas entre
individuos, dietas e efeitos de aditivos alimentares (NATHANI et al., 2013; WALLACE et
al., 2015; ZHOU et al., 2009). Entretanto, a qPCR apresenta alto custo de ensaio e baixo
rendimento. Além disso, a constru¢cdo de primers para qPCR depende fortemente de
sequéncias existentes em bancos de dados (ZHOU et al., 2011).

Técnicas moleculares de fingerprinting podem ser usadas para comparacdo entre
tratamentos ou outros tipos de mudancas no ambiente de estudo, a fim de estudar a ecologia
microbiana do rumen. As técnicas de tipagem molecular mais utilizadas séo eletroforese em
gel desnaturante com gradiente (DGGE - denaturing gradient gel electrophoresis) e o
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo terminal (T-RFLP — terminal
restriction fragment length polymorphism) (ZHOU et al., 2011). A DGGE € um método de
tipagem molecular que permite a separagdo de amplicons de tamanhos iguais com diferentes
sequéncias em diferentes gradientes desnaturantes, onde a diversidade da comunidade
metanogénica pode ser visualizada comparando os varios padrdes de bandas, onde cada banda
representa um filotipo microbiano, que podem diferir em suas sequéncias de bases de forma
significativa ou até por uma Unica mudanca de base (MUY ZER et al., 1993). O T-RFLP é um
método de perfil microbiano onde um gene alvo é amplificado por PCR a partir do DNA
usando um conjunto de primers, no qual um dos dois tem a extremidade marcada com um
corante fluorescente. Os produtos da PCR sdo tratados com uma enzima de restri¢ao que corta
0o DNA em sequéncias especificas gerando informacdes de impressdo digital que sdo
visualizados em forma de bandas (LIU et al., 1997; ZHOU et al., 2011). Entretanto, tal como
acontece em outras tecnologias baseadas em PCR, o T-RFLP pode subestimar a diversidade
microbiana (FIERER; JACKSON, 2006).

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH — fluorescence in situ hybridization) € um
procedimento em que sondas de fluorescéncia sdo utilizadas para hibridizar com genes

especificos, permitindo a distribuicdo da populacdo alvo dentro de uma comunidade
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microbiana a ser investigada. As sondas fluorescentes podem ser utilizadas na identificacdo
filogenética de microrganismos que contém uma sequéncia de &cido nucleico complementar a
sonda. (AMANN et al., 2001; KONG et al., 2010).

A andlise da biblioteca de clones de DNA pode ser usada para se obter o uso de
homologos para analisar a diversidade e as relagdes filogenéticas entre os membros das
comunidades microbianas. As bibliotecas de clones podem ser construidas a partir de
amplicons de PCR, geralmente aplicado a genes comumente expressos em amostras
direcionadas, como o gene rRNA 16S e 0 gene mcrA para metanogénicos (CHOUARI et al.,
2005). Atualmente, a analise da biblioteca de genes rRNA 16S tem sido amplamente utilizado
para identificar os constituinte dentro de um ecossistema microbiano (SHIN et al., 2004;
TAJIMA et al., 2001; TAN et al., 2011a).

A estimativa da diversidade genética tornou-se possivel devido ao sequenciamento do
gene rRNA 16S, que fornece uma visdo das comunidades microbianas complexas. O
sequenciamento do gene rRNA 16S é um dos marcadores genéticos universais para a analise
da comunidade microbiana procariota, uma vez que, existem na maioria das espécies
microbianas, entretanto tém regides varidveis de V1 a V9 em suas sequéncias que permitem a
separacdo em diferentes grupos taxondmicos (KOTHARI et al., 2018; THULASI et al., 2015).

Novas tecnologias de sequenciamento de alto rendimento, como Roche - 454, lllumina
- Solexa, Applied Biosystems - SOLID e Helicos BioSciences, sdo tecnologias massivas de
sequenciamento de baixo custo que permitem o sequenciamento de produtos de PCR sem
uma etapa extra de clonagem, além disso, fornece uma nova visdo sobre todo o genoma do
ambiente ruminal, incluindo genes que estdo presentes dentro dessa comunidade microbiana
em niveis muito baixos (METZKER, 2010). Varios pesquisadores estdo empregando o
sequenciamento de amplicons para explorar o microbioma ruminal e suas alteracdes em
resposta a diferentes fatores variaveis (CERSOSIMO et al., 2016; HENDERSON et al., 2015;
JAMI; MIZRAHI, 2012; PAZ et al., 2016; ROEHE et al., 2016).

3.7 Fatores que afetam a metanogénese no ramen

A metanogénese pode ser afetada por diversos fatores, incluindo dieta, raca,
localizagdo geogréfica, e parametros fisiologicos, como tempo de mastigacao, tamanho e taxa
de passagem do rimen (HENDERSON et al., 2015; MIZRAHI; JAMI, 2018). Portanto, as
principais estratégias de mitigacdo da metanogénese baseia-se na inibigdo do crescimento ou

atividade metabolica dos metanogénicos, ou ainda na modulagdo do microbioma ruminal para
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que a fermentacdo seja deslocada para a diminui¢do da producgéo de H, (BOADI et al., 2004;
PATRA etal., 2017).

O consumo de matéria seca (CMS) € um dos principais fatores que afetam a
metanogénese. A producdo total de CH, (g/dia) esta positivamente correlacionada com a
ingestdo de MS, mas o rendimento de CH,4 (g/kg MSi) tende a diminuir com o aumento do
consumo, entretanto, a extensdo do declinio varia com o tipo de alimento (PINARES-
PATINO et al., 2009). Isto provavelmente esta relacionado ao aumento da taxa de passagem
no rumen, diminuicdo na digestdo da fibra, maior eficiéncia microbiana e uma tendéncia a
concentragdes molares mais elevadas de propionato (PINARES-PATIO et al., 2003). Maior
CMS com maior producdo de leite e menores rendimentos de CH,4, sdo frequentemente
observados em dietas com carboidratos mais digeriveis. A producdo de CH4 aumenta quando
a proporcao de volumoso na dieta aumenta. O rendimento de CH, da fermentacdo ruminal de
forragens de leguminosas € geralmente menor que o rendimento de forragem de gramineas.
Além disso, o estagio de maturacdo, método de conservacdo, tratamento quimico e
processamento fisico também afetam a de producdo de CH,4. Wallace et al. (2014) observaram
que a dieta altamente concentrada resultou em menores emissdes de CH, do que a dieta com
uma quantidade de concentrado média. Além disso, também observaram que a producdo de
CHj, foi correlacionada com a abundéncia de archaea, independentemente da raga. De forma
semelhante, McGovern et al. (2017) observaram efeitos do CMS na composi¢do de espécies
metanogénicas ativas no ramen. Em outro estudo, Moate et al. (2017) relataram menor
emissdo de CH, em animais alimentados com dieta contendo farelo de trigo em substitui¢do a
cevada.

Outro fator que pode afetar a metanogénese sdo 0s metabdlitos secundarios presentes
nas plantas, tais como taninos, saponinas, flavonoides, compostos organossulfurados e 6leos
essenciais, visto que sdo tdxicos para varios tipos de microrganismos no ramen (KUMAR et
al., 2014; PATRA et al., 2017). Os taninos diminuem a producdo de CH, inibindo diretamente
0s metanogénicos e indiretamente diminuindo a produgdo de H, como resultado da
diminuicdo da digestdo da fibra e da populacdo de protozoarios no rumen (PATRA et al.,
2012). Estudos sobre as relagOes entre a estrutura e atividade dos taninos mostraram que 0s
tipo S e pesos moleculares podem afetar a producdo de CH,4 e abundancia e diversidade de
archaea no rumen (SAMINATHAN et al., 2015, 2016, TAN et al., 2011a, 2011b). Os 6leos
essenciais ocorrem amplamente em plantas e animais, podendo consistir de compostos

volateis de origem terpendide ou ndo terpendide (BOADI et al., 2004). Oleos essenciais estio
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presentes em muitas plantas e podem desempenhar um papel importante contra ataques
bacterianos, fangicos ou de insetos. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode ser
atribuida aos terpenoides e compostos fenolicos, por exemplo, monoterpenos, limoneno, timol
e carvacrol. No entanto 0 modo especifico de acdo dos constituintes dos 6leos essenciais ainda
é pouco compreendido (CIESLAK et al., 2013). Pawar et al. (2014) ao avaliarem o efeito de
sete Oleos essenciais (alho, cravo, capim-limdo, circuma, e canela) nas emissdes de CH,
observaram reducédo de 38,5% na emissdo de CH, com o 6leo de alho. Ja Gunal et al. (2017)
ao verificar o efeito de quatro diferentes 6leos essenciais (cravo, tomilho branco, citronela e
anis) na producdo de CH, observaram que embora a adi¢do de 6leo de anis e de tomilho
branco tenham resultado em menor producdo de CH,, eles tiveram impacto negativo na
fermentacdo microbiana ruminal, por outro lado, o 6leo de cravo reduziu a producéo de CH,
sem afetar a fermentacdo ruminal.

As gorduras sdo adicionadas as dietas de gado leiteiro para aumentar a densidade
energeética das dietas, aumentar a producao de leite e modificar a composicao de &cidos graxos
da gordura do leite, além disso, a producdo de CH, também pode ser consistentemente
reduzida pela adicdo de gordura ou acidos graxos as dietas de ruminantes. No entanto, a
inclusdo de lipideos em niveis acima de 6% a 7% do CMS pode reduzir o consumo de
alimento e a digestibilidade da fibra, resultando em menor producdo de leite ou ganho diério
(BOADI et al., 2004; KUMAR et al., 2014). Lyons et al. (2017) observaram mudanca na
composicdo da comunidade de archaea do rimen de cordeiros alimentados com o6leo de
linhaca. Em outro estudo, ao investigarem o efeito do acido oleico na producdo de CHy, foi
observado que a suplementacdo com o &cido oleico na dieta pode reduzir a produgdo de CH, e
aumentar a quantidade de alguns &cidos graxos. JA Kim et al. (2014) observaram que a
diversidade de metanogénicos associados aos protozoarios ciliados foi reduzida em mais de

50% na utilizacdo de 6leo de coco e coco em po.
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5 CAPITULO I

EFEITO DA COMPOSICAO RACIAL E PLANOS NUTRICIONAIS NA
DIVERSIDADE DE ARCHAEA NO RUMEN DE NOVILHAS LEITEIRAS CRIADAS
EM AMBIENTE TROPICAL
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da composicéo racial e planos nutricionais na
comunidade de archaea e a correlagcdo da populacéo de archaea com as emissdes de CH, com
variaveis fermentativas e de desempenho animal. Os dados foram provenientes de 27 novilhas
de trés diferentes racas (nove Gir, nove Holandés x Gir e nove Holandés) que foram
distribuidas aleatoriamente em trés planos nutricionais: ingestdo de 11, 14 e 19 g/kg de PC.
As dietas consistiram de silagem de milho e concentrado (70,7 e 29,3% de matéria seca). A
producéo e o rendimento de CH,4 entérico foram medidos em cémaras respirométricas de
circuito aberto durante dois periodos consecutivos de 24 horas. A diversidade filogenética da
comunidade de archaea ruminal foi avaliada por sequenciamento da regido V6-V8 do gene
rRNA 16S. A composicdo das racas influenciou as abundancias relativas dos géneros
Methanobrevibacter e Methanosphaera, e da espécie Methanobrevibacter acididurans.
Methanosphaera foi mais abundante em animais da raca Holandés, enquanto
Methanobrevibacter e M. acididurans foram mais abundantes em Gir. A analise de correlacdo
candnica regularizada mostrou correlacdo positiva entre M. acididurans e relacdo Acetato:
Propionato (A: P) e correlacdo negativa entre Methanosphaera ISO3-F5 e relacdo A: P.
Embora a diversidade da comunidade archaea ndo tenha sido diferente entre ragas e planos
alimentares, os resultados deste estudo suportam a hipdtese de que existe contribuicdo da

genética do hospedeiro sobre a composicdo do microbioma ruminal.

Palavras-chave: Archaea. Metano. Microbioma ruminal. Novilha leiteira. Zebu.
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EFFECT OF BREED COMPOSITION AND NUTRICIONAL PLANS ON THE
RUMEN ARCHAEA DIVERSITY OF DAIRY RAISED IN A TROPICAL
ENVIRONMENT

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of breed composition and nutritional plans on
the archaeal community and the correlation of the archaeal population with CH,4 emissions,
animal performance and fermentative variables. Data were derived from twenty-seven heifers
of different breeds (9 Gyr, 9 Holstein x Gyr and 9 Holstein) that were randomly allocated to
three nutritional plans: intake of 11, 14 and 19 g/kg BW. Diets consisted of corn silage and
concentrate (70.7 and 29.3% dry matter basis). The production and yield of enteric CH4 were
measured by open-circuit respiration chambers for two consecutive 24-h periods. The
phylogenetic diversity of the ruminal archaeal community was assessed by sequencing the
V6-V8 region of thel6S rRNA gene. Breeds composition influenced the relative abundances
of the genera Methanobrevibacter and Methanosphaera, and the species Methanobrevibacter
acididurans. Methanosphaera was more abundant in Holstein, while Methanobrevibacter and
M. acididurans were more abundant in Gyr. The regularized canonical correlation analysis
showed positive correlation between M. acididurans and Acetate: Propionate (A: P) ratio, and
a negative correlation was observed between Methanosphaera 1SO3-F5 and A: P ratio.
Although the archaeal community diversity was not different between breeds and food plans,
the results of this study support the hypothesis that there is a contribution of host genetics to

the composition of the ruminal microbiome.

Keywords: Archaea. Methane. Rumen microbiome. Dairy heifer. Zebu cattle.
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5.1 INTRODUCAO

A pecuéria é uma fonte importante de emissdes de gases de efeito estufa (GEE), com a
producdo de ruminantes respondendo por cerca de 81% das emissdes de GEE do setor
pecuario, e 90% dos quais € resultado da metanogénese ruminal (HRISTOV et al., 2013). O
CH, ruminal representa impacto econdmico e ambiental negativo sobre a producédo animal,
uma vez que a perda de energia que poderia estar disponivel para o crescimento e a producéo
de leite é perdida entre 2% e 12% da energia bruta (JOHNSON; JOHNSON, 1995).

Archaea metanogénica € um grupo filogeneticamente diverso de Euryarchaeota
estritamente anaerobico que converte H, e CO,, produzidos pelos protozoarios, bactérias e
fungos em CH,, mantendo baixa pressao parcial de H; e direcionando a fermentagdo para a
producdo de produtos finais menos reduzidos, como o acetato. Alguns metanogénicos no
rimen também utilizam outros substratos para metanogénese, como compostos contendo
metil (THAUER et al., 2008). A composicdo da microbiota ruminal é formada por
microbioma ruminal core (JAMI; MIZRAHI, 2012; JANSSEN; KIRS, 2008), e diferencas de
animal para animal na abundéncia de géneros especificos indicam que a microbiota ruminal e
seus efeitos interativos na emissdo de CH, podem ser influenciados por varios fatores,
incluindo dieta, raca e localizacdo geografica (HENDERSON et al., 2015).

Embora as atividades e as interacdes entre comunidades microbianas no rimen tenham
sido estudadas, pouco se sabe sobre como as populacdes archaea sé@o influenciadas pelos
fendtipos hospedeiros e condicdes de criacdo em ambiente tropical. Estudos anteriores
mostraram que ha efeito genético aditivo do animal hospedeiro na quantidade de CH,
produzida pela comunidade microbiana ruminal e relacdo positiva entre a abundancia relativa
de archaea e a quantidade de CH,4 produzida por animais (ROEHE et al., 2016; WALLACE et
al., 2015).

Devido ao avanco em técnicas moleculares, como o sequenciamento de nova geracao,
0 conhecimento da microbiologia ruminal aumentou nos Gltimos anos, mas as correlacfes
entre composicgdo racial e planos nutricionais com diversidade de comunidades de archaea e
producéo ou rendimento de CH,4 ainda ndo estdo claras. Portanto, objetivou-se neste estudo
avaliar o efeito da composicéo racial e planos nutricionais com distintas ofertas de alimentos
na comunidade de archaea e avaliar a correlacdo da populacgdo de archaea com as emissdes de

CH,, desempenho animal e variaveis fermentativas.



40

5.2 MATERIAL E METODOS

Desenho e analise experimental

O estudo foi conduzido no Laboratério de Bioenergética da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), no Complexo Experimental Multiusuario de Bioeficiéncia
e Sustentabilidade da Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco, de marco a setembro de
2014. Todos os procedimentos de cuidados e manuseio de animais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG, Protocolo
CEUA-EGL 01/2012).

Vinte e sete novilhas (nove Holandés - Hol, nove Gir e nove Holandés x Gir - F1) com
peso inicial de 401 + 39 Kg, 303 + 59 Kg e 457 + 48 Kg, respectivamente, foram distribuidas
aleatoriamente em trés grupos contendo nove animais cada. Os tratamentos consistiram de
trés planos nutricionais: 11, 14 e 19 g/kg PC para ganho de peso previsto de 200, 400 e 800
g/dia, respectivamente. As novilhas foram alojadas em sistema Tie stall com acesso livre a
agua. Durante todo o experimento, todas as novilhas foram alimentadas com a mesma dieta,
uma vez por dia pela manha. A dieta foi composta por 70,7% de silagem de milho, 13,0% de
milho moido, 15,7% de farelo de soja, 0,4% de nucleo mineral (Bovigold®, DSM | Tortuga,
Brasil) e 0,2% de cloreto de sodio. A dieta apresentou teor de matéria seca de 488,69 g/kg e
teor de proteina bruta (PB) de 143,76 g/Kg, fibra em detergente neutro (FDN) e carboidratos
ndo fibrosos (CNF) de 347,84 e 407,65 g/kg MS, respectivamente, e 0 teor de energia
metabolizavel foi de 2,4 Mcal/kg MS. Os ingredientes do concentrado foram coletados para
analise e amostras representativas de silagem, concentrado e sobras foram coletadas
diariamente e agrupadas mensalmente para analise quimica, conforme descrito por Oliveira
Filho et al. (2018). As emissdes de CH,4 das novilhas foram estimadas usando duas camaras
respirométricas de circuito aberto seguindo protocolo de Machado et al. (2016), no qual cada
animal passou dois periodos de 24 horas nas camaras respirometricas para estimar as emissoes

de metano.

Amostragem ruminal e extracdo de DNA

Para avaliar a diversidade genética da populacdo de archaea ruminais, cerca de 70 mL
de amostras do ramen foram coletadas através do tubo esofagico ap6s as medidas de metano.
As amostras foram imediatamente analisadas quanto ao pH e, em seguida, congeladas e
armazenadas a -20° C para posterior avaliacdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),

nitrogénio amoniacal (N-NHj3) e analise populacional metanogénica. As extracbes de DNA
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foram realizadas de acordo com Stevenson e Weimer (2007) e posteriormente tratadas com
ribonuclease A RNAse (10 mg/mL).

Analise de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e nitrogénio amoniacal (N-NH3)

Para a determinagdo de AGCC, as amostras de conte(do ruminal foram centrifugadas
e posteriormente filtradas através de uma membrana de politetrafluoroetileno de 0,22 um. A
solucdo obtida foi analisada diretamente por cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC)
(ANDERSSON; HEDLUND, 1983). A concentracdo de N-NHj; foi quantificada apos
destilacdo de Kjeldahl com 6xido de magnésio e cloreto de célcio de acordo com o método
2.065 (AOAC, 1980).

Preparacao de bibliotecas para sequenciamento de amplicons

As bibliotecas de amplicons do gene rRNA 16S foram construidas usando os primers
Ar915aF e Ar1386R de acordo com Kittelmann et al. (2013) para amplificar as regides V6 a
V8. Os amplicons foram gerados utilizando Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity
polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e cada amplificacdo por PCR continha 2 pL de
amostra de DNA (20 ng/uL), 17,2 pL de agua de grau biologia molecular, 2,5 puL de tampéao
de reagdo 10X (Platinum® Taq Polymerase, Invitrogen), 1 pL de MgCl, 50X (50 mM), 1,0
pL de mix de dNTPs (10 mM), 0,5 uL de primer forward (10 mM), 0,5 pL de primer reverse
(10 mM) e 0,3 pL de Invitrogen Platinum Taq polymerase (5 U/mL) em um volume total de
25 L. O programa de PCR foi de 95° durante 3 min, seguido por 25 ciclos de 95° C (30 s),
55° C(30 s), 72° C (30 s) com extensdo final de 5 min a 72° C. Os amplicons foram
purificados usando Magnetic Bead Capture Kit (Ampure Agencourt). Determinou-se a
concentracdo de DNA utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop ND1000 (NanoDrop
Technologies). Além disso, o DNA (5 pL) foi analisado em gel de agarose a 1,5% e
visualizado por coloragcdo com gel red para verificar a integridade do DNA.

Apos a purificagdo, afim de, indexar cada uma das amostras, uma segunda reacdo de PCR
foi realizada, permitindo que as amostras fossem agrupadas para sequenciamento em flow cell.
Utilizaram-se dois iniciadores de indexagéo (iniciadores de indexacdo Illumina Nextera XT,
Illumina, Suécia) por amostra. Cada reacdo de PCR continha 5 pL de iniciador indice 1
(N7xx), 5 uL de iniciador indice 2 (S5xx), 25 uL de Kapa HiFi Hot Start Ready mix, 10 puL
de agua para PCR. A PCR foi realizada conforme descrito acima, entretanto apenas 12 ciclos
de amplificagdo foram completados em vez de 25. Os produtos da PCR foram visualizados
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utilizando eletroforese em gel e, subsequentemente purificados como descrito acima. Todos
os amplicons purificados foram reunidos em uma quantidade molar igual e a concentragédo
final da biblioteca foi determinada utilizando um ensaio de PCR quantitativo SYBR green
com iniciadores especificos para os adaptadores Illumina Kapa (KAPA Biosystems, Boston,
Massachusetts, USA). A mistura da amostra (2 nM) foi desnaturada com NaOH 0,1 N, depois
diluida para 20 pM e combinada com 20% (v/v) de PhiX 20pM desnaturada. As amostras
foram sequenciadas na plataforma MiSeq, usando um kit V3 de 2 x 300 ciclos, seguindo o

protocolo padréo de sequenciamento da Illumina.

Anélise das sequéncias

As sequéncias lidas foram processadas e analisadas usando o pacote do software
QIIME (Quantitative Insights em Microbial Ecology) versdo 1.9 de acordo com Caporaso et
al. (2010b). Resumidamente, as bases de cada leitura de sequenciamento com um escore Q
menor do que 25 foram cortadas, entdo as leituras pareadas (R1 e R2) foram mescladas para
formar sequéncias Unicas usando o script fastg-join (ARONESTY, 2011). Os dados das
sequéncias foram agrupados em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) com base na
semelhanca de 99% usando o algoritmo uclust (EDGAR, 2010). A sequéncia mais abundante
em cada OTU foi selecionada como sequéncia representativa e alinhada com o banco de
dados Greengenes usando o software PyNast (CAPORASO et al., 2010a). A taxonomia foi
atribuida a cada OTU usando a versdo 14.07 do banco de dados RIM-DB (SEEDOREF et al.,
2014) e resumida a nivel de espécie. Os dados de sequéncia analisados neste estudo foram
depositados no NCBI Sequence Read Archive (SRA), sob o ndmero de acesso
PRINA438696.

Anélises Estatisticas

As andlises estatisticas dos dados microbianos foram realizadas utilizando o software
R 3.4.3 (TEAM, 2017). A tabela de OTU foi utilizada para estimar a riqueza das amostras
(Chaol) e o indice de diversidade (Shannon) para a comunidade de archaea usando QIIME.
Diferencas na riqueza e diversidade de comunidades de archaea foram testadas pelo teste de
Kruskal Wallis (KRUSKAL; WALLIS, 1952). Em seguida, a Analise de Composi¢do de
Microbiomas (ANCOM), que usa as transformac6es de registro de Aitchison para transportar
os dados para o espaco Euclidiano, foi usada para comparar a abundéncia relativa de cada

taxon de archaea com todos os taxons restantes, um de cada vez (MANDAL et al., 2015).
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Para lidar com contagens zero nos conjuntos de dados, 0 ANCOM usou um valor arbitrario de
pseudo count de 0,001. Posteriormente, o teste de soma de classificacdo de Kruskal Wallis
(KRUSKAL; WALLIS, 1952) foi calculado em cada razdo logaritmica para encontrar
diferencas entre as composi¢cdes da raca. Os valores de p de cada teste foram ajustados para
false discovery rate (FDR) usando o algoritmo de Benjamini-Hochberg (BENJAMINI;
HOCHBERG, 1995) e limiar de FDR menor que 0,05 foi aplicado para determinar a
significancia. Por fim, mapas de imagem em cluster e graficos de correlacdo foram gerados a
partir da saida da andlise de correlagdo canonica regularizada (rCC) conforme implementado
no pacote R mixOmics (GONZALEZ et al., 2008). Antes de executar a analise de rCC, os
dados foram normalizados por total sum scaling (TSS) e depois transformados pela centered
log ratio para projetar os dados de um simplex para um espaco Euclidiano (NEVES et al.,
2017). Os parametros de regularizacdo (A1 e A2) e as correlacbes canbnicas foram
determinados por meio de procedimento de cross-validation (CV) padrdo em superficie

bidimensional.

5.3 RESULTADOS

No total, 916.673 leituras brutas foram obtidas de 27 amostras. Apos a filtragem,
688.467 sequéncias de alta qualidade foram utilizadas para a analise a jusante, com cada
amostra contendo uma média de 25.498 leituras ap06s a verificacdo da qualidade. O numero
total de OTUs no nivel de similaridade de 99% foi de 3.998. A estimativa de cobertura de
Good mostrou que a profundidade de sequenciamento utilizada neste estudo foi capaz de

caracterizar mais de 90% da comunidade de archaea (Tabela 1).

Tabela 1. Medidas de diversidade baseada em unidades taxondmica operacionais da
comunidade de archaea do rdmen de novilhas Gir, Holandés x Gir (F1) e Holandés (Hol) nos

trés planos nutricionais

11 (g/kg PC) 14 (g/kg PC) 19 (g/kg PC) p-value (FDR)

indice
Hol F1 Gir Hol F1 Gir Hol F1 Gyr CR PN CRxPN

Chaol  1488.2 1618.5 1516.3 1669.7 1609.7 1581.0 1696.3 1546.0 1605.0 0.8669 0.5578 0.7388

Shannon 5 5.3 5.5 5.5 5.4 5.6 55 5.3 55 0.4221 0.4061 0.3652
Good's
Coverage 915 909 91 90.3 906 90.9 914 911 908 0.7991 0.4629 0.4908
(%)

CR = Composicdo racial, PN = Planos nutricionais
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A anélise taxondmica das leituras atribuiu todas as sequéncias da comunidade de
archaea ao filo Euryarchaeota. As familias foram representadas por Methanobacteriaceae
(99,9 £ 0,1%) e Methanomassiliicoccaceae (0,1 = 0,1%). Euryarchaeota foi dominada por
Methanobrevibacter, que representou 90,6 + 0,1% das sequéncias das archaea, seguidas por
Methanosphaera e Methanobacterium, representando 9,1 + 0,1% e 0,2 + 0,1% da comunidade
das archaea, respectivamente (Figura 3A). Com o uso do RIM-DB foi possivel identificar (>
97% de similaridade) os clados Methanobrevibacter gottschalkkii e Methanobrevibacter
ruminantium, que representaram, em média, 58,5 + 3,0 e 29,3 + 3,0% de todas as sequéncias
encontradas, independentemente da composicdo racial ou planos nutricionais,

respectivamente (Figura 3B).
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Gyr F1 Hol W Methanobacterium alkaliphilum W Methanobrevibacter boviskoreani clade
w Methanobacterium  Methanobrevibacter W Methanobrevibacter gottschalkii clade W Methanobrevibacter ruminantium clade
I W Methanobrevibacter smithii W Methanosphaera sp. Group5
W Methanosphaera W Methanomassiliicoccaceae Groupl0 Methanosphaera sp. 1503-F5 Methanomassiliicoccaceae Group10 sp.
m Methanomassiliicoccaceae Groupl2 = Methanomassiliicoccaceae Groupd Methanomassiliicoccaceae Group12 sp. 1SO4-H5 Methanomassiliicoccaceae Group4 sp. MpT1

Figura 3. Comparacdo da abundancia relativa de géneros (A) e espécies (B) de archaea
identificadas nas novilhas Gir, Holandés x Gir (F1) e Holandés (Hol) nos trés planos
nutricionais (11, 14 e 19 g/ kg PC)

Os estimadores de riqueza da comunidade (indice de Chaol) e diversidade (indice de
Shannon) ndo foram diferentes (Kruskal-Wallis P> 0,05, Tabela 1) entre as composices
raciais e os planos nutricionais (Figura 4). No entanto, a composi¢do e estrutura da
comunidade archaea foram distintas para composicdo racial (FDR <0,05). A abundancia
relativa das sequéncias pertencentes ao género Methanosphaera foi mais abundante em
novilhas Holandés (Kruskal-Wallis P <0,05, Figura 5B), enquanto a abundancia relativa das
sequéncias pertencentes ao género Methanobrevibacter foi mais abundante em novilhas Gir
(Kruskal-Wallis P <0,05, Figura 5A). Sequéncias pertencentes a espécie Methanobrevibacter
acididurans foram mais abundantes em novilhas Gir (Kruskal-Wallis P <0,05, Figura 5C)

guando comparadas as novilhas Holandés.
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Kruskal-Wallis, p-value = 0.8669
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Figura 4. Boxplot representando os indices de riqueza (indice de Chao 1; A e B) e de
diversidade (indice de Shannon; C e D) das comunidades de archaea em novilhas Gir,
Holandés x Gir (F1) e Holandés (Hol) e os trés planos nutricionais ( 11, 14 e 19 g / kg de peso

corporal)
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Figura 5. Boxplot de archaea diferencialmente abundantes nas novilhas Gir, Holandés x Gir

(F1) e Holandés (Hol)

Usando rCCA, foram testadas as combinacgdes lineares entre as matrizes de dados
representadas pela comunidade archaea, as emissdes de CH4, 0 desempenho animal e as
variaveis fermentativas para destacar as estruturas de correlacdo mais relevantes (Figura 6).
Correlacdes negativas foram observadas entre Methanosphaera ISO3-F5 e relacdo A: P, bem
como entre M. gottschalkii e N-NHs;. Espécies M. acididurans e M. ruminantium mostraram

correlagdes positivas com relacdo A: P e N-NHs, respectivamente.
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Figura 6. Gréafico de correlacdo em circulo e mapa de imagem agrupada (CIM) gerados a
partir da saida da analise de correlacdo candnica regularizada (rCC) aplicada a comunidade de
archaea do rumen a nivel de espécie e emissdes de CH,, varidveis fermentativas e de
desempenho animal. (A) O grafico de correlagdo em circulo mostra os dois primeiros
componentes do rCC a nivel de espécie, onde a comunidade de archaea, as emissdes de CHy,
as variaveis fermentativas e de desempenho sdo exibidas dentro de um circulo de raio 1
centrado na origem, com variaveis fortemente correlacionadas sendo projetadas na mesma
direcdo a partir da origem. Quanto maior a distancia da origem, mais forte € a associacao. (B)
O gréfico CIM exibe as estruturas de correlacdo entre as variaveis. Cada bloco colorido
representa uma associacdo entre archaea, emissdes de CH,, varidveis fermentativas e de
desempenho abrangendo uma faixa de cores de azul (correlacdo negativa), para amarelo

(correlacéo fraca), para vermelho (correlacéo positiva).

54 DISCUSSAO

A fermentacdo de macromoléculas dos alimentos por microrganismos presentes no
raimen desempenha papel importante na produtividade e no desempenho animal, e ha
evidéncias substanciais de que fatores relacionados aos hospedeiros (por exemplo, variagdo
individual e genética) podem contribuir para moldar as popula¢cdes microbianas no trato

gastrointestinal (WEIMER et al., 2010). Apesar da importancia dos fatores genéticos
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associados a composicao da comunidade microbiana, as interacdes entre essas comunidades e
0s mecanismos do hospedeiro responsaveis pelas variacdes no fenotipo metabdlico sdo
completamente desconhecidas. Nesse estudo, avaliou-se a influéncia de trés composicdes
raciais criadas em condicdes tropicais sobre a diversidade da comunidade metanogénica
ruminal, a fim de compreender a complexa interacdo entre a comunidade de archaea, emisséo
de CH, e varidveis fermentativas e produtivas. Como a dieta é um dos fatores ambientais que
dificultam a compreensdo dos efeitos genéticos do hospedeiro sobre a composicdo da
comunidade microbiana, nesse estudo a fim de minimizar as influéncias dietéticas e
fisioldgicas, os animais foram mantidos sob a mesma dieta e manejo, mas com variagdes nos
planos nutricionais.

Ao comparar as racas e 0s planos nutricionais, o indice de Chao 1 ndo foi
significativo, indicando que a abundancia das espécies foi distribuida similarmente nas
diferentes ragas. As bibliotecas de archaea ndo apresentaram diferencas significativas nos
indices de diversidade entre as composi¢des raciais e 0s planos nutricionais, sugerindo que o
perfil da comunidade de archaea foi semelhante entre as trés racas. 1sso pode estar relacionado
a baixa densidade de archaea (0,3 - 4% do total de microrganismos) no rimen (JANSSEN;
KIRS, 2008).

O rumen de todas as composicOes raciais apresentou nicleo dominante de OTUs
atribuido a alguns grupos taxonémicos. Por exemplo, os membros dos clados M. gottschalkii
e M. ruminantium foram encontrados em todas as amostras, representando 88,5% da
comunidade archaea. Juntamente com Methanosphaera sp. Group 5, Methanosphaera sp.
ISO3-F5 e o clado M. boviskoreani estiveram presentes em 99,4 + 0,3% da comunidade de
archaea em todas as amostras. De maneira semelhante, Henderson et al. (2015), ao avaliar a
comunidade microbiana ruminal em 32 espécies de animais de 35 paises, observaram que 0s
membros dos clados M. gottschalkii e M. ruminantium foram encontrados em quase todas as
amostras e foram os dois maiores grupos. Em contraste com o observado para a comunidade
de archaea, as bactérias do rumen formam o grupo mais abundante e geneticamente diverso de
microrganismos ruminais, com Prevotella, Butirivibrio, Ruminococcus e Fibrobacter,
Lachnospiraceae ndo classificada e Succinivibrionaceae ndo classificada sendo os mais
abundantes (DANIELSSON et al., 2017; HENDERSON et al., 2015). Assim, as divergéncias
de archaea do rumen sdo menores do que as observadas para as bactérias do rumen,

independentemente das racas ou do ambiente em que os animais séo criados.
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Embora a diversidade da comunidade de archaea ndo tenha sido diferente entre as
racas, houve influéncia da raca na composicdo da comunidade archaea. Segundo De Mulder et
al. (2018), fatores bioldgicos relacionados a raca, tais como diferencas fenotipicas,
fisioldgicas e imunologicas, podem desempenhar um papel importante na formacdo de uma
microbiota ruminal especifica da raca. Diferencas no comportamento alimentar entre as racas
leiteiras Bos taurus, Zebu (Bos Taurus indicus) e cruzamentos sdo provaveis fatores a serem
considerados na avaliacdo das mudancas no perfil de abundancia de archaea. Por exemplo, a
raca Holandés, para maximizar sua ingestdo, tende a ingerir alimentos mais rapidamente do
que outras racas (O’DRISCOLL et al., 2009). Como a dieta foi oferecida uma vez ao dia
nesse estudo, as novilhas da raga Holandés tenderam a aumentar a frequéncia alimentar e
diminuir o tempo gasto com a ingestdo diaria, aumentando assim a concentracdo de H,
dissolvido logo ap6s a alimentacdo. Estas dindmicas podem refletir na concentracdo de H,
dissolvido ao longo do dia, que por sua vez pode afetar a comunidade de archaea, favorecendo
Methanosphaera que requer apenas 1 mol de H, para produzir 1 mol de CH,, ao contrario de
Methanobrevibacter que requer 4 moles de H; para produzir 1 mol de CH, (BEAUCHEMIN,
2018; FRICKE et al., 2006). Além disso, como a salivacdo aumenta durante a alimentacéo,
baixas frequéncias alimentares podem levar a menores quantidades de saliva, modificando o
pH ruminal e, assim influenciando a microbiota ruminal (BEAUCHEMIN et al., 2008; LI et
al., 2019).

Cunha et al. (2017) também ndo encontraram correlacdes entre as emissdes de CHy e
Methanobrevibacter. Nesse estudo, no entanto, foi observada correlacdo positiva entre
Methanobrevibacter e a relacdo A:P (variavel diretamente relacionada a producdo de CHy),
indicando que a producdo de acetato estd ligada a formacdo de equivalentes redutores
necessarios para os metanogénicos produzirem metano (SCHAREN et al., 2018). Por outro
lado, encontrou-se forte correlacdo negativa entre Methanosphaera e relacdo A:P, o que é
l6gico, j& que Methanosphaera pode crescer com hidrogénio mais grupos metil derivados de
metanol ou metilaminas (HENDERSON et al., 2015). Assim, o aumento da relacdo A:P
poderia aumentar a disponibilidade de H, no rimen a ser utilizado principalmente por grupos
hidrogenotréficos (como Methanobrevibacter) em vez de metilotréficos dependentes de H;

como Methanosphaera spp.
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55 CONCLUSOES

A caracterizagdo da comunidade metanogénica ruminal em trés composicdes raciais de
animais leiteiros, alimentados com diferentes planos nutricionais e criadas em clima tropical é
pioneira. Notavelmente, uma comunidade core de metanogénicos foi detectada e composta
por cinco espécies, Methanobrevibacter gottschalkkii clade, Methanobrevibacter ruminantium
clade, Methanosphaera sp. Group 5, Methanosphaera sp. ISO3-F5 e Methanobrevibacter
boviskoreani clade. Embora a diversidade da comunidade archaea n&o tenha sido diferente
entre racgas e planos alimentares, os resultados deste estudo suportam a hipétese de que existe
contribuicdo da genética do hospedeiro sobre a composi¢cdo do microbioma ruminal. Além
disso, ndo foi confirmada correlagdo entre a diversidade da comunidade de archaea e as
emissdes de CH,, entretanto foi possivel observar forte correlacdo entre a diversidade da
comunidade de archaea e a relacdo A:P. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
esclarecer como o hospedeiro influencia a comunidade archaea e para avaliar seu impacto nas

emissdes de CH, e no desempenho animal.
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6 CAPITULOII

EFEITO DE INTERVALOS DE PASTEJO DE Urochloa brizantha cv. MARANDU
SOBRE A DIVERSIDADE DE ARCHAEA EM VACAS LEITEIRAS EM AMBIENTE
TROPICAL
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de intervalos de pastejo na comunidade de archaea
de vacas Girolando sobre pastejo e avaliar a correlacdo da populacdo de archaea com as
emissdes de metano (CH,) e desempenho animal. Os intervalos de pastejo foram: (i)
intervalos de pastejo fixos de 30 dias (30-FG) e (ii) quando o dossel interceptou 95% de
radiacdo fotossinteticamente ativa (95-LI1). Foram utilizadas seis vacas multiparas com 548 +
61,0 kg PV e 70 £ 18,1 dias em leite (DIM). O delineamento experimental foi o de blocos
completamente randomizados com medidas repetidas no tempo. A diversidade filogenética da
comunidade de archaea ruminal foi avaliada por sequenciamento da regido V6-V8 do gene
16S rRNA. Os intervalos de pastejo e o periodo influenciaram as abundancias relativas das
espécies Methanosphaera sp. Grupo 5, Grupo 4 MpT1, Grupo 8 sp. WGK1 e Grupo 9 sp.
ISO4-G1. Methanosphaera sp. Grupo 5 foi mais abundante no intervalo de pastejo 30-FG no
periodo dois, enquanto 0 Grupo 4 MpT1 e o Grupo 8 sp. WGK1 foram mais abundantes no
intervalo de pastejo 95-LI no primeiro periodo. J& a abundancia relativa do Grupo 9 sp. 1ISO4-
G1 foi mais abundante no segundo periodo. A analise de correlacdo canonica regularizada
mostrou correlagdes positivas entre o clado M. gottschallkii e CH, g/dia, CH,4 g/kg MS; e CH,4
g/kg PB, bem como entre Grupo 11 sp. BRNAL1 e CH,4 g/kg PB. O clado M. ruminantium
apresentou correlagdes negativas com CH4 g/lkg MS; e CH,4 g/kg PB, assim como o clado M.
boviskoreani e producdo de leite kg/dia. Embora a diversidade da comunidade de archaea nao
tenha sido diferente entre os intervalos de pastejo, os resultados deste estudo fornecem
evidéncias de que o tipo de manejo das pastagens pode afetar a composi¢do do microbioma

em bovinos leiteiros.

Palavras-chave: Interceptagdo luminosa. Microbioma ruminal. Pastagem tropical. Vacas

leiteiras.
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EFFECT OF GRAZING INTERVALS OF Urochloa brizantha cv. MARANDU ON THE
ARCHAEA DIVERSITY IN DAIRY COWS IN A TROPICAL ENVIRONMENTAL

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of grazing intervals on the archaeal community of
Girolando cows on grazing and to evaluate the correlation of the archaeal population with
methane (CH,) emissions and animal performance. The grazing intervals were: (i) 30 — day
fixed grazing intervals (30-FG) and (ii) when canopy was intercepting 95% photosynthetically
active radiation (95-LI). Six multiparous cows with 548 + 61.0 kg BW and 70 £ 18.1 days in
milk (DIM) were used. The experimental design was completely randomized blocks with
time-repeated measures. The phylogenetic diversity of the ruminal archaeal community was
assessed by sequencing the V6-V8 region of thel6S rRNA gene. Grazing intervals and the
period influenced the relative abundances of the species Methanosphaera sp. Group 5, Group
4 MpT1, Group 8 sp. WGK1 and Group 9 sp. 1SO4-G1. Methanosphaera sp. Group 5 was
more abundant in the grazing interval 30-FG in second period, while Group 4 MpT1 and the
Group 8 sp. WGK1 species were more abundant in the grazing interval 95-L1 in the first
period. However, the relative abundance of the Group 9 sp. 1SO4-G1 species was more
abundant in the second period. The regularized canonical correlation analysis showed positive
correlations between the clade M. gottschallkii and CH, g/day, CH4 g/kg DMI and CH, g/kg
CP, as well as between Group 11 sp. BRNAL and CH4 g/kg CP. The clade M. ruminantium
showed negative correlations with CH4 g/kg DMI and CH,4 g/kg CP, as well as the clade M.
boviskoreani and milk production kg/day. Although the diversity of the archaea community
was not different between grazing intervals, the results of this study provide evidence that the

type of pasture management may affect the composition of the microbiome in dairy cattle.

Keywords: Light interception. Rumen microbiome. Tropical grass. Crossbred dairy cows.
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6.1 INTRODUCAO

Em condig0es tropicais, as pastagens sdo a base para a alimentagdo dos bovinos. No
entanto, € amplamente explorada em &reas degradadas e de baixa produtividade, promovendo
a degradacédo da terra, da agua, da biodiversidade e a emissdo de quantidades significativas de
gases de efeito estufa em relacdo a unidade de produto animal produzida. A eficiéncia da
pecuaria depende do manejo adequado das pastagens e do desempenho animal, e a producédo
animal esta diretamente relacionada a oferta, ao consumo, ao valor nutricional da forragem e
do metabolismo ruminal (DIAS-FILHO, 2014; SILVA; NASCIMENTO JUNIOR, 2007).

Em paises onde a pecuéria é relevante para a economia, como o Brasil, a emissdo de
gases de efeito estufa pelos ruminantes € uma preocupacao. Aproximadamente 70% das
emissdes de CH,4 sdo provenientes da producgdo pecuéria (MCT, 2017), portanto, melhorias no
manejo de pastejo e avangos na compreensdo sobre microrganismos metanogénicos do rimen
sdo um desafio e importantes para o desenvolvimento de estratégias de mitigacéo de CHy.

A produgéo de CH,4 no rumen pode ser influenciada por diversos fatores, sendo a dieta
um dos principais, ja que afetam a producdo de CH,, pois dietas mais fibrosas resultam em
mais H, residual devido a maior quantidade de acetato produzido, enquanto dietas com alto
teor de amido induzem maior producdo de propionato, diminuindo a producdo de H, e
consecutivamente a producao de CH,4 no ramen. Entretanto, diferencas na producéo de CHy,
devido a dieta sdo mais influenciadas pelo clima e geografia, uma vez que, as forrageiras em
condic@es tropicais geralmente apresentam menor digestibilidade e sua degradacdo no rimen
resulta em maior proporcéo de acetato e CH, (BOADI et al., 2004).

A interceptacdo luminosa (IL) do dossel tem sido proposta como referéncia de
acompanhamento do processo de rebrota, uma vez que permite a colheita da forragem sempre
na mesma condigdo fisioldgica (CARNEIRO PEDREIRA et al., 2007) sendo em condicGes
tropicais, 95% IL o melhor momento para interromper o processo de crescimento, garantindo
assim a producdo de forragens de melhor qualidade (EUCLIDES et al., 2014). Em contraste,
métodos tradicionais de intervalos de pastejo baseados em periodos fixos de rebrota podem
promover o pastejo em momentos inadequados, reduzindo a eficiéncia da colheita e o valor
nutritivo (MOURA et al., 2017).

A implementacdo de préaticas adequadas de manejo para melhorar a qualidade das
pastagens aumenta a produtividade animal e pode reduzir a intensidade de emissdo de CH,
(g/kg de produto de origem animal). Portanto, uma melhor compreensdo de como a

comunidade de archaea pode ser influenciada por diferentes intervalos de pastejos pode ser
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importante para aumentar o desempenho e producéo animal e até mesmo reduzir os problemas
ambientais. Diante disso, objetivou-se avaliar o efeito dos intervalos de pastejo na
comunidade de archaea e a correlacdo da populacdo de archaea com as emissdes de CH, e

desempenho animal.

6.2 MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

O estudo foi conduzido no Campo Experimental José Henrique Bruschi da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), em Coronel Pacheco, de janeiro a abril de
2014. Todos os procedimentos de cuidados e manuseio de animais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG, Protocolo
CEUA-EGL 16/2013).

O clima da regido é Cwa (mesotérmico) de acordo com Koppen, com verdo chuvoso
entre outubro e marco e inverno seco de junho a setembro. O solo da area experimental foi
classificado como Fluvisol Distrofico (FAO, 2006) ou Neossolo Flavico Distrofico
(EMBRAPA, 2006). As seguintes caracteristicas quimicas foram observadas: pH em &gua =
5,0; matéria organica = 3,5%; P (Método Mehlich-1) = 4,2 mg/dm?; K = 160 mg/dm?®; Ca =
1,0 cmolc/dm®; Mg = 0,7 cmolc/dm®; Al = 0,15 cmolc/dm®; H + Al = 4,8 cmolc/dm?;
capacidade de troca catidnica = 6,8 cmolc/dm® e saturacio de base = 30%. A pastagem foi
suplementada com 200 kg/ha de N e K,O e 50 kg/ha de P,Os divididos em trés aplicacOes
iguais no inicio do ciclo experimental e de acordo com a disponibilidade de umidade do solo
(6 de janeiro, 18 de fevereiro e 4 de abril de 2014). Os dados climéaticos observados durante o
periodo experimental foram coletados em uma estacdo meteoroldgica automatica, situada a

200 m da érea experimental (Tabela 2).

Tabela 2. Dados meteoroldgicos mensais em Coronel Pacheco (Minas Gerais, Brasil) durante
0 estudo

Temperatura °C Umidade  Chuva

Média l\/!e(;ha Me(_jla Maxima Minima % (mm)

Maxima Minima

Janeiro 24,9 32,6 19,3 35,1 16,5 74,5 113,4
Fevereiro 24,5 32,4 18,7 34,7 16,7 72,2 31,0
Margo 23,5 30,1 18,9 33,3 16,4 80,9 119,6
Abril 22,1 28,5 18,1 32,6 8,2 81,4 101,4
Média 23,7 30,7 19,1 34,0 15,2 78,4 153,8

Fonte: Estacdo Agrometeoroldgica Automatica Coronel Pacheco- (A557), Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET; Brasilia, DF, Brasil)
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A éarea experimental consistiu de quatro hectares de capim Marandu (Urochloa
brizantha cv. Marandu) divididos em 4 médulos com 11 piquetes de 880 m? cada. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com dois blocos e quatro
repeticdes (piquetes) dentro de cada bloco por tratamento. As medidas foram repetidas de
acordo com o tempo (dois ciclos de pastejo — marco e abril). Blocos foram definidos
considerando diferencas edaficas de areas experimentais.

Duas estratégias de intervalos de pastejo rotacionado (IP) como critério para iniciar a
desfolha foram investigadas: (i) iniciar o pastejo apos um intervalo de 30 dias do ultimo
periodo de pastejo (periodo fixo de descanso - 30-FG) ou (ii) iniciar o pastejo quando o dossel
atingisse 95% de interceptacdo luminosa (periodo de descanso variavel - 95-L1). Nas duas
estratégias de intervalos de pastejo, o periodo de ocupacdo nos piquetes foi de trés dias.
Utilizou-se seis vacas multiparas Holandés x Zebu (548 £ 61,0 kg PC) com 70 + 18,1 dias em
lactacdo como testadores, trés vacas para cada intervalo de pastejo. A digestibilidade, o
consumo e as avaliagdes das emissdes de CH,; foram repetidas no tempo. O manejo e
monitoramento da interceptacdo luminosa das pastagens foram avaliados conforme descrito
por Moura et al. (2017).

As vacas receberam suplementacdo concentrada individualmente, duas vezes ao dia no
momento da ordenha. O concentrado foi composto por 70% de milho moido, 26% de farelo
de soja, 3% de ndcleo mineral (20,5% Ca, 6% P, 2% S, 2% Mg, 3,5% K, 7% Na, 15ppm Co,
700ppm Cu, 10ppm Cr, 700 ppm Fe, 40 ppm [, 1.600 ppm Mn, 19 ppm Se, 2.500 ppm Zn,
200.000UI / kg Vit. A, 50.000UI / kg Vit.D3 e 1.500Ul / kg Vit.E) e 1% de bicarbonato de

sédio.

Mensuracao de metano

As emissfes de metano foram medidas usando o gas marcador inerte hexafluoreto de
enxofre (SFg) como descrito por Johnson e Jonhnson (1995) com adaptagcfes propostas por
Primavesi et al. (2004). As concentragbes de CH; e SFg foram determinadas por
cromatografia gasosa e o fluxo de CH, liberado pelo animal foi calculado em relagdo ao fluxo
de SFs, medido a partir da taxa de liberacdo de SFg da cdpsula de permeacgdo depositada no
rimen e das concentracdes de CH,4 e SFg em amostras de gas (JOHNSON et al., 2007). Para
coletar os gases, utilizou-se cangas de tubo de PVC com tubo capilar de aco inoxidavel
acoplado ao cabresto. Antes do inicio de cada dia de coleta, as cangas passavam por processo

de limpeza, eram evacuados a aproximadamente —13 PSI e, entdo, colocados no pescogo de
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cada animal e acoplados ao cabresto usando valvula de liberacdo rapida. A capsula com taxa
de liberacdo de SFs conhecida foi introduzida no rimen com o auxilio de sonda dois dias
antes do inicio da amostragem. Os dados foram coletados em cinco dias consecutivos ao final
de cada periodo de avaliacdo. As cangas evacuadas foram colocados nos animais apés a
ordenha e apos 24 h, eram trocadas por cangas limpas e evacuadas, e a pressao de cada canga
foi registrada. As cangas contendo amostras de gases foram pressurizadas com
aproximadamente 13 PSI de gas N (99,999% de pureza). Seguindo 0S mesmos
procedimentos, um conjunto de quatro cangas (amostragem “em branco") foi colocado na area
frequentada por animais para medir a concentracdo de metano no ambiente. As amostras de
gases das cangas foram coletadas e armazenadas em tubos Exetainer® e a andlise das
concentracdes de CH4 e SFg foi realizada no Laboratério de Cromatografia Gasosa da
Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

As concentracdes de CH, e SFg nas amostras foram avaliadas em cromatografo a gas
equipado com detector de ionizacdo de chama e detector de condutividade térmica e duas
colunas (HP-Plot/Q 30mx0,530mmx40,0m e HP-Molesieve 30mx0,530mmx25,0 um) ligado
a duas valvulas de seis vias. Uma coluna foi utilizada para o sistema amostrador, conectada a
uma al¢a de 0,5 mL, e outra foi utilizada como seletor, permitindo ou bloqueando a passagem
de constituintes através da segunda coluna (para CH,), e com detector de captura de elétrons
(LECD) e coluna (HP-Molesieve 30 mx0,530 mmx25,0 pm) com um loop de 0,5 mL
conectado a uma valvula (para SFg). As taxas de emissdo de CH, foram calculadas através das
concentracdes medidas de CH,4 e SFs e a taxa de emissdo conhecida de SFg, subtraindo-se
sempre as médias diarias das concentraces de CH,; medidas nas cangas controle (b),
utilizando a seguinte razdo: CH, (g/h) = taxa de emissdo de SFg (g/h) x {[CH. (ng/m3)] —
[CHa4 (g/m®)] b} / [SFs (Mg/m?)]. Os resultados foram expressos em g de CHa/animal/dia, g
de CHy/kg de leite, g de CH4/kg de DMI, g de CH4/kg de proteina bruta (PB) e g de CH4/kg
de FDN digestivel.

Amostragem ruminal e extracdo de DNA

Para avaliar a diversidade genética da populacdo de archaea ruminal, cerca de 70 mL
de amostras do ramen foram coletadas através do tubo esofagico apos as medidas de metano.
As amostras foram imediatamente analisadas quanto ao pH e, em seguida, congeladas e

armazenadas a -20°C para posterior analise metanogénica. As extracbes de DNA foram
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realizadas de acordo com Stevenson e Weimer (2007) e posteriormente tratadas com
ribonuclease A RNAse (10 mg/mL).

Preparacao de bibliotecas para sequenciamento de amplicons

As bibliotecas de amplicons do gene rRNA 16S foram construidas usando os primers
Ar915aF e Arl386R de acordo com Kittelmann et al. (2013) para amplificar as regides V6 a
V8. Os amplicons foram gerados utilizando Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity
polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e cada amplificacdo por PCR continha 2 pL de
amostra de DNA (20 ng/uL), 17,2 uL de agua de grau biologia molecular, 2,5 puL de tampéo
de reacdo 10X (Platinum® Taq Polymerase, Invitrogen), 1 uL de MgCl, 50X (50 mM), 1,0
puL de mix de dNTPs (10 mM), 0,5 pL de primer forward (10 mM), 0,5 uL de primer reverse
(10 mM) e 0,3 pL de Invitrogen Platinum Taq polymerase (5 U/mL) em um volume total de
25 pL. O programa de PCR foi de 95° durante 3 min, seguido por 25 ciclos de 95° C (30 s),
55° C(30 s), 72° C (30 s) com extensdo final de 5 min a 72° C. Os amplicons foram
purificados usando Magnetic Bead Capture Kit (Ampure Agencourt). Determinou-se a
concentragdo de DNA utilizando o espectrofotometro NanoDrop ND21000 (NanoDrop
Technologies). Além disso, 0 DNA (5 pL) foi analisado em gel de agarose a 1,5% e
visualizado por coloracdo com gel red para verificar a integridade do DNA.

Apos a purificacdo, afim de, indexar cada uma das amostras, uma segunda reacdo de PCR
foi realizada, permitindo que as amostras fossem agrupadas para sequenciamento em flow cell.
Utilizaram-se dois iniciadores de indexacdo (iniciadores de indexa¢do Illumina Nextera XT,
Illumina, Suécia) por amostra. Cada reacdo de PCR continha 5 pL de iniciador indice 1
(N7xx), 5 uL de iniciador indice 2 (S5xx), 25 pL de Kapa HiFi Hot Start Ready mix, 10 puL
de &gua para PCR. A PCR foi realizada conforme descrito acima, entretanto apenas 12 ciclos
de amplificacdo foram completados em vez de 25. Os produtos da PCR foram visualizados
utilizando electroforese em gel e subsequentemente purificados como descrito acima. Todos
os amplicons purificados foram reunidos em uma quantidade molar igual e a concentracédo
final da biblioteca foi determinada utilizando um ensaio de PCR quantitativo SYBR green
com iniciadores especificos para os adaptadores Illumina Kapa (KAPA Biosystems, Boston,
Massachusetts, USA). A mistura da amostra (2 nM) foi desnaturada com NaOH 0,1 N, depois
diluida para 20 pM e combinada com 20% (v/v) de PhiX 20pM desnaturada. As amostras
foram sequenciadas na plataforma MiSeq, usando um kit V3 de 2 x 300 ciclos, seguindo o

protocolo padrdo de sequenciamento da Illumina.
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Anélise das sequéncias

As sequéncias lidas foram processadas e analisadas usando o pacote do software
QIIME (Quantitative Insights em Microbial Ecology) versdo 1.9 de acordo com Caporaso et
al. (2010b). Resumidamente, as bases de cada leitura de sequenciamento com um escore Q
menor do que 25 foram cortadas, entdo as leituras pareadas (R1 e R2) foram mescladas para
formar sequéncias Unicas usando o script fastg-join (ARONESTY, 2011). Os dados das
sequéncias foram agrupados em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) com base na
semelhanca de 99% usando o algoritmo uclust (EDGAR, 2010). A sequéncia mais abundante
em cada OTU foi selecionada como sequéncia representativa e alinhada com o banco de
dados Greengenes usando o software PyNast (CAPORASO et al., 2010a). A taxonomia foi
atribuida a cada OTU usando a versdo 14.07 do banco de dados RIM-DB (SEEDOREF et al.,
2014) e resumida a nivel de espécie. Os dados de sequéncia analisados neste estudo foram
depositados no NCBI Sequence Read Archive (SRA), sob o nimero de acesso PRINA
415040.

Procedimentos estatisticos

As andlises estatisticas dos dados microbianos foram realizadas utilizando o software
R 3.4.3 (TEAM, 2017). A tabela de OTU foi utilizada para estimar a riqueza das amostras
(Chaol) e o indice de diversidade (Shannon) para a comunidade de archaea usando QIIME.
Diferencas na riqueza e diversidade de comunidades de archaea foram analisadas usando o
pacote CAR em R com um modelo misto de medidas repetidas (ANOVA). Em seguida, a
Anélise de Composicdo de Microbiomas (ANCOM), que usa as transformacdes de registro de
Aitchison para transportar os dados para o espago Euclidiano, foi usada para comparar a
abundéancia relativa de cada taxon de archaea com todos os tdxons restantes, um de cada vez
(MANDAL et al., 2015). Para lidar com contagens zero nos conjuntos de dados, 0 ANCOM
usou um valor arbitrario de pseudo count de 0,001. Posteriormente, a andlise de variancia
(ANOVA) com medidas repetidas foi calculada em cada razdo logaritmica para encontrar
diferencas entre os intervalos de pastejo. Os valores de p de cada teste foram ajustados para
false discovery rate (FDR) usando o algoritmo de Benjamini-Hochberg (BENJAMINI,;
HOCHBERG, 1995) e um limiar de FDR menor que 0,10 foi aplicado para determinar a
significancia. Por fim, mapas de imagem em cluster e graficos de correlacdo foram gerados a
partir da saida da analise de correlagdo candnica regularizada (rCC) conforme implementado
no pacote R mixOmics (GONZALEZ et al., 2008). Antes de executar a analise de rCC, os
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dados foram normalizados por total sum scaling (TSS) e depois transformados pela centered
log ratio para projetar os dados de um simplex para um espaco Euclidiano (NEVES et al.,
2017). Os parametros de regularizacdo (A1 e A2) e as correlacbes canbnicas foram
determinados por meio de procedimento de cross-validation (CV) padrdo em uma superficie

bidimensional.

6.3 RESULTADOS

Ap0s as andlises de filtragem, o nimero de sequéncias obtidas foi de 112.234 para
archaea. A cobertura de Good mostrou que a profundidade de sequenciamento foi capaz de

caracterizar mais de 73% da comunidade archaea (Tabela 1).

Tabela 3. Medidas de diversidade baseada em unidades taxondmicas operacionais da
comunidade de archaea do rimen de vacas Girolando nos dois intervalos de pastejo (30-FG e

95-L1) e periodos

S 95-L1I 30-FG p-value (FDR)
Indice
Pl P2 P1 P2 IP P IPx P
Chao 1 28500 26500 27300 29200 0.8091 0.9763 0.4326
Shannon 8.1 8.0 79 79 0.5922 0.8283 0.8283
Good's Coverage (%) 72.0 73.0 72.7 72.3 1.0000 0.8026 0.6171

IP = Intervalo de pastejo; P = Periodo

A andlise taxonémica das leituras atribuiu todas as sequéncias da comunidade de
archaea ao filo Euryarchaeota. As familias foram representadas por Methanobacteriaceae
(93,5 £ 0,2%) e Methanomassiliicoccaceae (6,5 = 0,2%). Euryarchaeota foi dominada por
Methanobrevibacter, que representou 87,8 £ 1,1% das sequéncias das archaea, seguido pelo
Methanomassiliicoccaceae Grupo 12, Methanosphaera e Methanobacterium, representando
44+ 11%;43+21%e 1,5+ 0,8% da comunidade de archaea, respectivamente. Com 0 uso
do RIM-DB foi possivel identificar (> 97% de similaridade) os clados M. gottschalkii e M.
ruminantium, que representaram, em média, 62,5 + 3,3 e 19,9 + 2,9% de todas as sequéncias
encontradas no presente estudo, independentemente do intervalo de pastejo e periodos,

respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Comparacdo da abundancia relativa de espécies de archaea identificadas nos

intervalos de pastejo nos dois periodos

A anélise dos fragmentos do gene rRNA 16S ndo revelaram diferencas significativas
na riqueza (indice de Chaol) e diversidade (indice de Shannon) da comunidade de archaea
entre os intervalos de pastejo e os periodos (ANOVA P > 0,10, Figura 8). No entanto, a
composigdo e estrutura da comunidade das archaea foram distintas entre os intervalos de
pastejo e periodos (FDR < 0,10). A abundéncia relativa das sequéncias pertencentes a espécie
Methanosphaera sp. Grupo 5 foi mais abundante no intervalo de pastejo 30-FG no periodo
dois, enquanto o Grupo 4 MpT1 e o Grupo 8 sp. WGK1 foram mais abundantes no intervalo
de pastejo 95-LI no primeiro periodo (ANOVA P < 0,10; Figura 9). Ja a abundancia relativa
do Grupo 9 sp. 1ISO4-G1 foi mais abundante no segundo periodo (ANOVA P < 0,10; Figura
9).
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Figura 8. Boxplot representando os indices de riqueza (indice de Chao 1) e de diversidade
(indice de Shannon) das comunidades de archaea de vacas Girolando nos dois intervalos de
pastejo (30-FG e 95-LI) e periodos
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Figura 9. Boxplot de archaea diferencialmente abundantes nas vacas Girolando nos dois
intervalos de pastejo (30-FG e 95-L1) e periodos
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Usando rCCA, foram testadas as combinagdes lineares entre as matrizes de dados
representadas pela comunidade de archaea, as emissdes de CH, e as varidveis de desempenho
animal para destacar as estruturas de correlacdo mais relevantes (Figura 10). Correlacdes
positivas foram observadas entre o clado M. gottschallkii e CH4 g/dia, CH4 g/kg MS; e CH,4
g/kg PB, bem como entre o Grupo 11 sp. BRNA1 e CH,4 g/kg PB. O clado M. ruminantium
apresentou correlagdes negativas com CH4 g/lkg MS; e CH,4 g/kg PB, assim como o clado M.

boviskoreani e producéo de leite kg/dia.
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Figura 10. Gréfico de correlacdo em circulo e mapa de imagem agrupada (CIM) gerados a
partir da saida da andlise de correlacdo canonica regularizada (rCC) aplicada a comunidade de
archaea do rimen a nivel de espécies e emissées de CH, e varidveis de desempenho. (A) O
grafico de correlacdo em circulo mostra os dois primeiros componentes do rCC a nivel de
espeécie, onde as emissdes de archaea e CH, e as variaveis de desempenho sdo exibidas dentro
de um circulo de raio 1 centrado na origem, com variaveis fortemente correlacionadas sendo
projetadas na mesma direcdo a partir da origem. Quanto maior a distancia da origem, mais
forte é a associacdo. (B) O grafico CIM exibe as estruturas de correlacdo entre as variaveis.
Cada bloco colorido representa uma associagéo entre archaea, emissdes de CH, e variaveis de
desempenho abrangendo uma faixa de cores de azul (correlagdo negativa), para amarelo

(correlagéo fraca), para vermelho (correlacdo positiva).
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6.4 DISCUSSAO

A estrutura da comunidade microbiana ruminal pode ser influenciada por diversos
fatores, incluindo espécies hospedeiras, idade, estado de salde, dieta e localizacdo geografica.
Embora haja evidéncias que o manejo das pastagens possa afetar a comunidade microbiana do
riumen, ainda nao esta claro como o manejo das pastagens podem afetar a comunidade archaea
(NICOL et al., 2003). No presente estudo foi avaliada a influéncia de dois intervalos de
pastejos sobre a diversidade da comunidade de archaea ruminal de vacas Girolando, a fim de
compreender a complexa interacdo entre a comunidade de archaea, producdo de CH,4 e
desempenho animal.

De forma semelhante a estudos anteriores (HENDERSON et al., 2015;
JEYANATHAN et al., 2011), ao compararmos os intervalos de pastejo, as bibliotecas de
archaea ndo apresentaram diferencas significativas nos indices de diversidade, sugerindo que
o perfil da comunidade de archaea foi semelhante entre os intervalos de pastejo, podendo estar
relacionado a baixa densidade de archaea no rimen e a restrita gama de substratos utilizados
pelas archaea (HENDERSON et al., 2015; JANSSEN; KIRS, 2008).

Methanobrevibacter tem sido descrito como o principal grupo de metanogénicos no
ramen, o que de forma semelhante foi observado no presente estudo, podendo ser devido a
sua capacidade de utilizar ampla gama de substratos como CO,, H, e formato e converté-los
em CHj. As populagfes metanogénicas predominantes observadas nos intervalos de pastejo
podem ter sido decorrentes de uma variagdo na utilizacdo dos substratos, bem como pela
competicdo de H,. M. gottschallkii requer acetato para o crescimento (MILLER; LIN, 2002),
enquanto M. ruminantium utilizam formato no metabolismo energético (CERSOSIMO;
WRIGHT, 2015), portanto, uma vez que, as dietas a base de forragem induzem a maior
producio de acetato (NOZIERE et al., 2010), a abundancia de M. gottschallkii neste estudo
pode estar relacionada com este fato.

Com relacdo a estrutura da comunidade archaea, embora a diversidade da comunidade
archaea ndo tenha sido diferente entre os intervalos de pastejo, houve influéncia das
estratégias de pastejo na estrutura e composi¢do da comunidade de archaea. As diferencas na
composicdo da comunidade de archaea provavelmente sdo mediadas por mudancas na
estrutura da comunidade de outros grupos de microrganismos do rimen, uma vez que, 0S
metanogénicos utilizam subprodutos da fermentacdo (H,, formato e metanol) realizada por
microrganismos fermentadores (SEEDORF et al., 2015). Segundo Da Silva et al. (2015)

mudancas no padrdo de acimulo de forragem podem ocorrer se o intervalo de pastejo permitir
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interceptagdo luminosa maior que 95%, reduzindo a proporgéo de folhas e aumentando a
proporcéo de colmo. Em pastagens tropicais, 0 aumento da oferta de forragem pode aumentar
0 consumo, entretanto quando o dossel forrageiro supera 95% de IL, as caracteristicas
estruturais da pastagem sdo modificadas, tendendo a reduzir a qualidade da forragem,
principalmente pela elevacéo do percentual de partes da planta com maiores concentragdes de
FDN, resultando no consumo de dieta com menor taxa de digestdo (BATISTEL et al., 2012;
CARNEVALLLI et al., 2006). Nesse estudo, o capim cv. Marandu alcancou 95% de IL antes
de 30 dias de rebrota (24 dias em média) (MOURA, 2017), o que reduziu o IP e o tempo de
acumulo de MS do pasto para 95-LI e maior oferta de forragem para 30-FG, fato que pode
explicar a mudanca na abundancia relativa das espécies Methanosphaera sp. group 5, Group
4 MpT1, Group 9 sp. 1ISO4-G1 e Group 8 sp. WGK1 entre os intervalos de pastejo.

No estudo de Danielsson et al. (2017), a abundancia relativa do clado M. gottschalkii
foi relacionada com a maior producdo de CH,4 enquanto a abundancia relativa de M.
ruminantium foi relacionada a baixa produgdo de CH,, corroborando com o presente estudo,
em que foi possivel observar correlacdo positiva e negativa entre as espécies do clado M.
gottschalkii e M. ruminantium, respectivamente, com o rendimento de CH,4 (g/kg MS;). Além
disso, segundo Kittelmann et al. (2013), as abundancias dos clados M. gottschalkii e M.
ruminantium apresentam correlagdo negativa. Portanto, as correlagcdes negativas e positivas
dos clados M. gottschalkii e M. ruminantium, respectivamente, com a producdo de CH,
observadas nesse estudo podem estar relacionadas a competicdo pelo mesmo substrato, ja que

as espécies de Methanobrevibacter sdo hidrogenotréficas.

6.5 CONCLUSOES

Embora a diversidade da comunidade archaea ndo tenha sido diferente entre os
intervalos de pastejo, os resultados deste estudo suportam a hipGtese de que diferentes
intervalos de pastejo podem afetar a estrutura e a composi¢do do microbioma ruminal. Além
disso, foi confirmada correlagbes entre a diversidade da comunidade de archaea e o
rendimento de CH,. Entretanto, mais estudos envolvendo andlise da producdo de CH, e a
estrutura da populacdo microbiana ruminal sdo necessarios para aumentar o entendimento das
relacdes entre as comunidades e a producdo de CH,4 e melhorar as estratégias de longo prazo

para reduzir as emissdes de CH,4 produzido pelos bovinos.
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7 CAPITULO 1l

EFEITO DO CONSUMO DE MATERIA SECA SOBRE A DIVERSIDADE DE
ARCHAEA DO RUMEN E A PRODUCAO DE METANO DE TOUROS MESTICOS
DA RACA HOLDANDES-GIR EM AMBIENTE TROPICAL
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do consumo de matéria seca (CMS) na
diversidade e abundancia da comunidade de archaea do rimen e a correlacdo da populacéo de
archaea com as emissdes de CH, e desempenho animal em novilhos Girolando criados em
ambiente tropical. Os animais foram alocados aleatoriamente em 3 grupos de fornecimento de
CMS restritos a 1,2% (mantenca), 1,8% (intermediario) e 2,5% (ad libitum) do peso corporal.
A dieta consistiu de uma mistura de silagem de milho e concentrado (59,6% e 40,4%,
respectivamente, com base na matéria seca). O consumo diario de racdo e o peso corporal
foram registrados semanalmente durante um periodo de 28 dias e a producgdo e o rendimento
de CH,4 foram medidos em cdmaras respirométricas de circuito aberto por dois periodos
consecutivos de 24 horas. Para avaliar a diversidade filogenética da comunidade de archaea
do ramen, foram coletadas amostras de liquido ruminal de cada animal no abate. O DNA foi
extraido e os amplicons do gene rRNA 16S da comunidade archaea foram sequenciados
utilizando a tecnologia Illumina. Investigacbes em niveis de espécies mostraram baixa
diversidade da comunidade, entretanto, ndo houve mudanca na composicdo da comunidade
archaea entre os niveis de consumo. A analise de correlacdo canonica regularizada mostrou
correlagdes positivas entre os Grupo 9 sp. ISO4-G1 e Grupo 4 sp. MpT1 com CH,4 g/kg MS;,
enquanto que a espécie Methanosphaera sp. 1ISO3-F5 apresentou correlacdo negativa com
CH, g/kg MSi.

Palavras-chave: Archaea. Gado de leite. Gases de efeito estufa. Pecuaria. Ruminantes.
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EFFECT OF DRY MATTER INTAKE ON THE RUMEN ARCHAEA DIVERSITY
AND METHANE PRODUCTION OF CROSSBRED HOLSTEIN-GYR GROWING
BULLS IN TROPICAL ENVIRONMENT

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the impact of dry matter intake (DMI) on the diversity
and abundance of the archaeal community of the rumen and the correlation of the archaea
population with CH, emissions and animal performance in Girolando steers raised in a
tropical environment. The animals were randomly allocated into 3 groups of DMI supply
restricted to 1.2% (maintenance), 1.8% (intermediate) and 2.5% (ad libitum) of body weight.
The diet consisted of a mixture of corn silage and concentrate (59.6% and 40.4%,
respectively, based on dry matter). Daily feed intake and body weight were recorded weekly
for a period of 28 days and CH,4 production and yield were measured in respirometric open
circuit chambers for two consecutive 24 hour periods. To evaluate the phylogenetic diversity
of the rumen archaeal community, ruminal fluid samples were collected from each animal at
slaughter. The DNA was extracted and the 16S rRNA gene amplicons from the archaea
community were sequenced using lllumina technology. Investigations at species levels
showed low community diversity, however, there was no change in the archaeal community
composition between intake levels. Correlated canonical correlation analysis showed positive
correlations between Group 9 sp. I1SO4-G1 and Group 4 sp. MpT1 with CH4 g/kg DMI,
whereas the species Methanosphaera sp. 1SO3-F5 presented negative correlation with CH,4
g/kg DML,

Keywords: Archaea. Dairy cattle. Greenhouse gases. Livestock. Ruminants.
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7.1 INTRODUCAO

O microbioma ruminal desempenha papel fundamental na fisiologia do animal
hospedeiro, uma vez que, é responsavel pela fermentacdo do material vegetal ingerido e sua
transformacdo em moléculas prontamente utilizaveis no metabolismo energético dos animais.
Entretanto, as forcas que moldam essas comunidades microbianas ainda ndo séo totalmente
compreendidas. A dieta e 0 comportamento alimentar demonstram ter influéncia na formagéo
do microbioma intestinal de mamiferos (FRIEDMAN et al., 2017; MUEGGE et al., 2011).
Diversos estudos mostraram que diferentes regimes dietéticos tém impacto sobre a
composicdo do microbioma ruminal (DANIELSSON et al., 2012; ZHOU et al., 2011). Além
disso, as proporgdes dos produtos finais da fermentagdo ruminal podem mudar de acordo com
a dieta que chega ao rumen, resultando em diferentes quantidades de H, formado e,
consequentemente na quantidade de CH, formado por unidade de alimento digerido
(JANSSEN, 2010).

No rdmen, o CH; € produzido por archaesa metanogénicas, que ocupam
aproximadamente de 2% a 5% do microbioma ruminal e s&o a for¢a motriz para 0 complexo
metabolismo das comunidades microbianas do rimen, servindo como sumidouro de elétrons
para todo o ecossistema microbiano ruminal (FRIEDMAN et al., 2017). Como processo de
aceitacdo de elétrons, a metanogénese remove H, do rimen, mantendo a pressdo parcial de H,
baixa, evitando a inibicdo do funcionamento normal de enzimas microbianas envolvidas em
reagdes de transferéncia de elétrons e reduzindo a fermentac&o ruminal (WOLIN et al., 1997).

A quantidade de emissdo de CH,4 dos bovinos pode ser afetada por varios fatores,
incluindo o tipo de dieta, niveis de ingestdo e taxa de passagem do rimen, o que pode levar a
diferentes coeficientes de digestibilidade da matéria seca (BLAXTER; CLAPPERTON, 1965;
MIZRAHI; JAMI, 2018). Sabe-se que ndo apenas o tipo de dieta, mas também certas
condicdes de alimentacdo como dietas de baixa ingestdo ou baixa digestibilidade, podem levar
ao aumento das perdas de energia através da producdo de CH4 em ruminantes (BLAXTER,;
CLAPPERTON, 1965). Portanto, este estudo empregou 0 sequenciamento de préxima
geracdo do gene rRNA 16S para avaliar o impacto de trés diferentes niveis de consumo de
matéria seca na estrutura da comunidade de archaea e a correlagcdo da populacdo de archaea
com as emissdes de CH,4 e desempenho animal no ramen de novilhos Girolando criados em

condicdes tropicais.
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7.2 MATERIAL E METODOS

Desenho e analise experimental

O estudo foi conduzido no Laboratério de Bioenergética da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), no Complexo Experimental Multiusuario de Bioeficiéncia
e Sustentabilidade da Embrapa Gado de Leite, em Coronel Pacheco, de outubro a dezembro
de 2013. Todos os procedimentos de cuidados e manuseio de animais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Vicosa (Vigosa, MG, Protocolo CEUA-UFV 44/2012).

Nove novilhos Girolando (Holandés x Gir) com peso inicial de 155 £ 5 kg e
aproximadamente 10 meses de idade, foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos
contendo trés animais cada. Os tratamentos consistiram de trés niveis de alimentagdo:
mantenca (suprimento de MS restrito a 1,2% do PC), intermediario (suprimento de MS
restrito a 1,8% do PC) e Ad libitum (meta de 5% de sobras). Os novilhos foram alojados em
sistema Tie stall com acesso livre a 4gua. Durante todo o experimento, todos os novilhos
foram consistentemente alimentados com a mesma dieta, uma vez por dia pela manha, para
minimizar as influéncias alimentares na comunidade microbiana. A dieta foi composta por
59,6% de silagem de milho, 27,4% de milho moido, 10,0% de farelo de soja, 1,0% de ureia,
1,4% de mistura mineral e 0,6% de calcario. A dieta apresentou teor de matéria seca de 417
g/kg e teor de proteina bruta (PB) de 148,0 g/kg, fibra em detergente neutro (FDN) e
carboidratos nédo fibrosos (CNF) de 336,0 e 426,0 g/kg MS, respectivamente, e o teor de
energia metabolizavel foi de 2,4 Mcal/lkg MS. Os ingredientes do concentrado foram
coletados para andlise e amostras representativas de silagem, concentrado e sobras foram
coletadas diariamente e agrupadas mensalmente para analise quimica, conforme descrito por
Oss et al. (2017). As emissdes de CH, dos novilhos foram estimadas usando duas camaras
respirométricas de circuito aberto seguindo um protocolo desenvolvido por Machado et al.
(2016), no qual cada animal passou dois periodos de 24 horas nas camaras de respirométricas

para estimar as emissdes de metano.

Amostragem ruminal e extracdo de DNA

Para avaliar a diversidade genética da populacdo de archaea ruminais, cerca de 50 mL
de amostras do rumen foram coletadas ap6s o abate dos animais. As amostras foram
imediatamente analisadas quanto ao pH e, em seguida, congeladas e armazenadas a -20°C

para posterior analise populacional metanogénica. As extracbes de DNA foram realizadas de
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acordo com Stevenson e Weimer (2007) e posteriormente tratadas com ribonuclease A
RNAse (10 mg/mL).

Preparacao de bibliotecas para sequenciamento de amplicons

As bibliotecas de amplicons do gene rRNA 16S foram construidas usando os primers
Ar915aF e Arl386R de acordo com Kittelmann et al. (2013) para amplificar as regides V6 a
V8. Os amplicons foram gerados utilizando Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity
polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e cada amplificacdo por PCR continha 2 pL de
amostra de DNA (20 ng/uL), 17,2 pL de agua de grau biologia molecular, 2,5 puL de tampéo
de reagdo 10X (Platinum® Taq Polymerase, Invitrogen), 1 pL de MgCl, 50X (50 mM), 1,0
puL de mix de dNTPs (10 mM), 0,5 pL de primer forward (10 mM), 0,5 pL de primer reverse
(10 mM) e 0,3 pL de Invitrogen Platinum Taq polymerase (5 U/mL) em um volume total de
25 pL. O programa de PCR foi de 95° durante 3 min, seguido por 25 ciclos de 95° C (30 s),
552 C(30 s), 72° C (30 s) com extensado final de 5 min a 72°C. Os amplicons foram purificados
usando Magnetic Bead Capture Kit (Ampure Agencourt). Determinou-se a concentracao de
DNA utilizando o espectrofotdbmetro NanoDrop ND1000 (NanoDrop Technologies). Além
disso, 0 DNA (5 L) foi analisado em gel de agarose a 1,5% e visualizado por coloragdo com
gel red para verificar a integridade do DNA.

Apos a purificacdo, afim de, indexar cada uma das amostras, uma segunda reacdo de PCR
foi realizada, permitindo que as amostras fossem agrupadas para sequenciamento em flow cell.
Utilizaram-se dois iniciadores de indexacgdo (iniciadores de indexagdo Illumina Nextera XT,
Illumina, Suécia) por amostra. Cada reacdo de PCR continha 5 pL de iniciador indice 1
(N7xx), 5 uL de iniciador indice 2 (S5xx), 25 uL de Kapa HiFi Hot Start Ready mix, 10 puL
de &gua para PCR. A PCR foi realizada conforme descrito acima, entretanto apenas 12 ciclos
de amplificagdo foram completados em vez de 25. Os produtos da PCR foram visualizados
utilizando electroforese em gel e subsequentemente purificados como descrito acima. Todos
os amplicons purificados foram reunidos em uma quantidade molar igual e a concentragédo
final da biblioteca foi determinada utilizando um ensaio de PCR quantitativo SYBR green
com iniciadores especificos para os adaptadores Illumina Kapa (KAPA Biosystems, Boston,
Massachusetts, USA). A mistura da amostra (2 nM) foi desnaturada com NaOH 0,1 N, depois
diluida para 20 pM e combinada com 20% (v/v) de PhiX 20pM desnaturada. As amostras
foram sequenciadas na plataforma MiSeq, usando um kit V3 de 2 x 300 ciclos, seguindo o
protocolo padrdo de sequenciamento da Illumina.
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Anélise das sequéncias

As sequéncias lidas foram processadas e analisadas usando o pacote do software
QIIME (Quantitative Insights em Microbial Ecology) versdo 1.9 de acordo com Caporaso et
al. (2010b). Resumidamente, as bases de cada leitura de sequenciamento com um escore Q
menor do que 25 foram cortadas, entdo as leituras pareadas (R1 e R2) foram mescladas para
formar sequéncias Unicas usando o script fastg-join (ARONESTY, 2011). Os dados das
sequéncias foram agrupados em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) com base na
semelhanga de 99% usando o algoritmo uclust (EDGAR, 2010). A sequéncia mais abundante
em cada OTU foi selecionada como sequéncia representativa e alinhada com o banco de
dados Greengenes usando o software PyNast (CAPORASO et al., 2010a). A taxonomia foi
atribuida a cada OTU usando a versdo 14.07 do banco de dados RIM-DB (SEEDOREF et al.,
2014) e resumida a nivel de espécie. Os dados de sequéncia analisados neste estudo foram
depositados no NCBI Sequence Read Archive (SRA), sob o ndmero de acesso
PRINA393312.

Andlises Estatisticas

As andlises estatisticas dos dados microbianos foram realizadas utilizando o software
R 3.4.3 (TEAM, 2017). A tabela de OTU foi utilizada para estimar a riqueza das amostras
(Chaol) e o indice de diversidade (Shannon) para a comunidade de archaea usando QIIME.
Diferencas na riqueza e diversidade de comunidades de archaea foram testadas pelo teste de
Kruskal Wallis (KRUSKAL; WALLIS, 1952). Em seguida, a Analise de Composi¢cdo de
Microbiomas (ANCOM), que usa as transformaces de registro de Aitchison para transportar
os dados para o espaco Euclidiano, foi usada para comparar a abundancia relativa de cada
taxon de archaea com todos os taxons restantes, um de cada vez (MANDAL et al., 2015).
Para lidar com contagens zero nos conjuntos de dados, 0o ANCOM usou um valor arbitrario de
pseudo count de 0,001. Posteriormente, o teste de soma de classificacdo de Kruskal Wallis
(KRUSKAL; WALLIS, 1952) foi calculado em cada razdo logaritmica para encontrar
diferengas entre os niveis de alimentacdo. Os valores de p de cada teste foram ajustados para
false discovery rate (FDR) usando o algoritmo de Benjamini-Hochberg (BENJAMINI;
HOCHBERG, 1995) e um limiar de FDR menor que 0,10 foi aplicado para determinar a
significancia. Por fim, mapas de imagem em cluster e gréficos de correlacdo foram gerados a

partir da saida da analise de correlacdo canénica regularizada (rCC) conforme implementado
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no pacote R mixOmics (GONZALEZ et al., 2008). Antes de executar a analise de rCC, os
dados foram normalizados por total sum scaling (TSS) e depois transformados pela centered
log ratio para projetar os dados de um simplex para um espaco Euclidiano (NEVES et al.,
2017). Os parametros de regularizacdo (A1 e A2) e as correlacbes canbnicas foram
determinados por meio de procedimento de cross-validation (CV) padrdo em uma superficie

bidimensional.

7.3 RESULTADOS

No total, foram obtidas 6,403295 leituras brutas de todas as nove amostras. Apés a
filtragem, foram obtidas 360.917 sequéncias de alta qualidade, com uma média de 40.101 +
11.460 leituras por amostra. O numero total de OTUs no nivel de 99% de similaridade foi de
75.478. A estimativa de cobertura de Good mostrou que a profundidade de sequenciamento
utilizada neste estudo foi capaz de caracterizar mais de 73% da comunidade de archaea no

ramen dos animais estudados (Tabela 4).

Tabela 4. Medidas de diversidade baseada em unidades taxondmica operacionais da

comunidade de archaea do rimen de novilhos Girolando nos trés niveis de alimentagéo

indice Ad libitum Intermediario Mantenca p-value
OTUs 6,518+ 661 5,956 £225 5,610+264 0.0794
Chaol 63,168+15,464 50,159+6,820 47,569+1,071 0.2521
Shannon 7.90+0.321 7.94+0.043 7.40+0.200 0.0992
Good's Coverage (%) 73.5+3.1 76.2+1.2 77.6 £+1.1 0.1287

Na analise da diversidade da comunidade de archaea, ndo houve diferencas na riqueza
de comunidades (Chao 1), entretanto foi observada diferenca na diversidade (Shannon) da
comunidade de archaea (Kruskal-Wallis P> 0,15, Tabela 4). A diversidade da comunidade de
archaea nos niveis ad libitum e intermediario foi maior do que no nivel de mantenca (Figura
11A). Entretanto, a composi¢éo e estrutura da comunidade de archaea ndo foram diferentes

entre os niveis de alimentagdo (FDR > 0,10).
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Figura 11. Boxplot representando os indices de riqueza (indice de Chao 1) e de diversidade
(indice de Shannon) das comunidades de archaea dos novilhos Girolando nos trés niveis de

alimentacéo

A anélise da composicdo taxondbmica mostrou que todas as OTUs de archaea foram
atribuidas ao filo Euryarchaeota. Dentro deste filo, detectaram-se representantes de quatro
classes e seis ordens de archaea. No entanto, as comunidades de archaea foram dominadas por
membros de apenas duas ordens, os Methanobacteriales e os Methanomassiliicoccales. Entre
0s Methanobacteriales, o género predominante da comunidade metanogénica ruminal foi
Methanobrevibacter, que apresentou abundancia relativa média de 94,2%. Como o0 uso do
RIM-DB foi possivel identificar (99% de similaridade) os clados Methanobrevibacter
gottschalkii e Methanobrevibacter ruminantium, que representaram, em média, 66,4 + 0,02%

e 27,8 + 0,04% de todas as sequéncias encontradas no presente estudo (Figura 12).
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Figura 12. Comparacdo da abundancia relativa de espécies de archaea identificadas nos

niveis de alimentacao

Uma matriz de correlagdo foi criada para testar as combinacOes lineares entre a
comunidade de archaea, a producdo e o rendimento de CH, (L/dia e g/kg MS;) e variaveis de
desempenho animal a fim de identificar as estruturas de correlagcdo mais relevantes (Figura
13). O Grupo 9 sp. ISO4-G1 e Grupo 4 sp. MpT1 apresentaram correlacdo positiva com CH,
g/kg MS;, enquanto que a espécie Methanosphaera sp. ISO3-F5 apresentou correlacdo

negativa com CH,4 g/kg MS;.
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Figura 13. Gréfico de correlacdo em circulo e mapa de imagem agrupada (CIM) gerados a
partir da saida da analise de correlacdo candnica regularizada (rCC) aplicada a comunidade de
archaea do rimen a nivel de espécies e emissbes de CH4 e varidveis de desempenho de
novilhos Girolando. (A) O gréfico de correlacdo em circulo mostra os dois primeiros
componentes do rCC a nivel de espécie, onde as emissdes de archaea e CH, e as variaveis de
desempenho sdo exibidas dentro de um circulo de raio 1 centrado na origem, com variaveis
fortemente correlacionadas sendo projetadas na mesma direcdo a partir da origem. Quanto
maior a distancia da origem, mais forte é a associacdo. (B) O grafico CIM exibe as estruturas
de correlacdo entre as varidveis. Cada bloco colorido representa uma associacdo entre
archaea, emissdes de CH, e variaveis de desempenho abrangendo uma faixa de cores de azul

(correlacdo negativa), para amarelo (correlacdo fraca), para vermelho (correlacdo positiva).

7.4 DISCUSSAO

A comunidade de archaea deste estudo embora tenha apresentado baixa diversidade
diferiu entre os niveis de alimentacdo e foi composta por poucas espécies cuja abundancia ndo
diferiu em resposta aos diferentes niveis de CMS. Em geral, os membros do género
Methanobrevibacter dominaram a comunidade de archaea com altas proporcbes de
Methanobrevibacter gottschalkii (66%) e Methanobrevibacter ruminantium (27%). Embora

menos abundante, Methanosphaera (3,5%) parece ser um componente importante da
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comunidade de archaea do rumen. Recentemente, Henderson et al. (2015) relataram que as
espécies M. gottschalkii e M. ruminantium foram amplamente distribuidas em amostras
obtidas de diferentes regiées do mundo, representando até 74% de todas as archaea presentes
no ramen. Predominancias semelhantes de Methanobrevibacter spp. foram observadas em
outros estudos realizados com bovinos de corte e de leite (DANIELSSON et al., 2017,
JEYANATHAN et al., 2011; KITTELMANN et al., 2013; ZHOU; HERNANDEZ-
SANABRIA; GUAN, 2009).

A metanogénese ruminal pode ser afetada por diversos fatores, sendo um dos
principais fatores o CMS. Sabe-se que o0 crescimento da microbiota ruminal esta
positivamente correlacionado com o consumo de alimentos devido aos substratos e nutrientes
disponiveis para o crescimento microbiano (LI et al., 2019; PATHAK, 2008). Por exemplo,
todos os membros do género Methanobrevibacter sdo capazes de utilizar CO, e H, para
produzir CH4, no entanto M. gottschalkii também requer acetato para 0 crescimento
(MILLER; LIN, 2002), enquanto M. ruminantium requer formato (CERSOSIMO; WRIGHT,
2015). Por outro lado, o0 género Methanosphaera utiliza H, e metanol como substratos para a
formacdo de CH4 (FRICKE et al., 2006). Enquanto formato e metanol sdo produtos menores
da fermentagdo microbiana, o acetato é amplamente produzido por varias bactérias do rimen
e fungos anaerdbios, favorecendo o estabelecimento de M. gottschalkii em vez de outros
metanogénicos, como Methanosphaera que possuem metabolismo energético mais restrito.
Portanto a variacdo na populacdo metanogénica predominante observada nos trés niveis de
CMS pode estar relacionada aos substratos disponiveis e a disponibilidade de H, no ramen.

Além disso, tanto o consumo de alimentos quanto o tamanho do rumen tém impacto
na taxa de passagem, que pode afetar o crescimento microbiano no rimen, uma vez que, esta
associada ao fluxo de energia e tempos de geracdo microbiana (LI et al., 2019; PINARES-
PATIO et al., 2003; SNIFFEN; ROBINSON, 1987) e, assim selecionando diferentes espécies.
Portanto, explicando a baixa abundancia de Methanosphaera no tratamento Ad libitum (1,7%)
em comparacao aos tratamentos intermediario e mantenca (5,3% e 3,2%, respectivamente).

Intuitivamente, a comunidade archaea parece ser 0 grupo microbiano mais
estreitamente correlacionado com as emissdes de CH,4, embora alguns membros de archaea
estejam de fato correlacionados com o CHy, alguns estudos tém demonstrado que ndo ha
associagao entre o numero de archaea e as emissoes de CH4 em bovinos (DANIELSSON et
al., 2012, 2017; ZHOU et al., 2011). Segundo Tapio et al. (2017b) devido a alta variabilidade

na relagdo da emissdo de CH, com a abundéncia global de archaea, a composi¢do da
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comunidade de archaea e ndo apenas o tamanho da comunidade tem maior significancia em
relacdo as emissdes de CH,. J& para Shi et al. (2014) a atividade metabdlica de espécies
metanogénicas individuais € importante na producdo de CH,. Neste estudo, foi revelado
correlacdo negativa entre 0 Methanosphaera sp. ISO3-F5 e o rendimento de CH,4 (g/kg MSi),
0 que corrobora com os achados de Kittelmann et al. (2014), no qual o género
Methanosphaera foi significativamente mais abundante em animais de baixa emisséo de CHa.
Por outro lado foram encontradas correlagcdes positivas entre o Grupo 9 sp. 1ISO4-G1 e o
Grupo 4 sp. MpT1 com o rendimento de CH,4 (g/kg MSi). Segundo Kelly et al. (2016), o
grupo archaea 1SO4-G1 pertencente a familia Methanomassiliicoccaceae sdo metanogénicos
metilotréficos dependentes de H, para produzir energia, usando metanol e metilaminas como
substratos. Conforme demonstrado por Friedman et al. (2017) a via metilotréfica era
representativa na producdo de CH, em bovinos jovens, sugerindo, portanto que as condi¢fes
ambientais durante os estagios iniciais de vida do animal favorecem vias alternativas para a

producdo de CHa.

75 CONCLUSOES

Nossa analise fornece dados de base sobre a estrutura da comunidade de archaea em
bovinos alimentados em diferentes niveis de consumo em condicdes tropicais. No geral, nesse
estudo, os tratamentos consistiram em trés niveis de alimentagdo e o0s animais foram
alimentados com a mesma dieta, embora a quantidade de substrato tenha sido diferente entre
os tratamentos nao foi suficiente para mudar a comunidade de archaea. Além disso, foi
possivel identificar que alguns grupos de archaea podem estar correlacionados com o
rendimento de CH,. Entretanto, estudos adicionais utilizando mais animais por grupo de
tratamento sdo necessarios para caracterizar a microbiota ruminal em ambiente tropical e para

identificar microrganismos que estdo ligados a baixas emissdes de CH,4 entérico.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo fornece dados de base sobre a estrutura da comunidade de archaea em
bovinos leiteiros criados em condicdes tropicais. Notavelmente, o rimen apresenta uma
comunidade core de metanogénicos, independente da composi¢do racial, estratégias de
pastejo e consumo de matéria seca, constituida principalmente por espécies do género
Methanobrevibacter e Methanosphaera, como o clado Methanobrevibacter gottschalkii, o
clado Methanobrevibacter ruminantium, Methanosphaera sp. Grupo 5 e Methanosphaera sp.
ISO3-F5.

No geral, este estudo, mostrou que existem evidéncias de que existe influéncia da
genética do hospedeiro que pode regular parcialmente a composi¢ao do microbioma ruminal,
e que os intervalos de pastejo também podem afetar a composicdo do microbioma ruminal.
Além disso, foi possivel identificar que alguns grupos de archaea podem estar correlacionados
com o rendimento de CHj,. Entretanto, estudos adicionais utilizando mais animais criados em
condicdes tropicais ainda sdo necessarios, auxiliando no desenvolvimento de estratégias de
mitigacdo de CH, visando a reducdo do CH, e, assim, a sustentabilidade da pecuéria em

paises tropicais como o Brasil.



