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RESUMO

MARCADORES E FUNCAO DOS MICRORGANISMOS RUMINAIS ADERIDOS A
PARTICULAS DE FORRAGEM

AUTOR: Mariana Patricia Mezzomo
ORIENTADOR: Gilberto Vilmar Kozloski

Na primeira etapa do estudo foi conduzido um experimento in vitro com o objetivo de avaliar
a digestibilidade e uso de diferentes marcadores com potencial para estimar a massa
microbiana aderida a particulas de forragens in vitro. Os marcadores utilizados foram N*°,
purinas, fosfato e atividade enzimatica. Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em que se testou o efeito de duas forragens (feno de Tifton 85 e Azevém) e
quatro valores de pH inicial (5,5; 6,0; 6,5 e 7,0) em um arranjo fatorial 2x4. A digestibilidade
in vitro da MS e da FDN aumentaram linearmente e positivamente com o aumento do pH
inicial (p<0,05) e foram superiores para 0 Azevem (p<0,05). Os marcadores fosfato e purinas
apresentaram correlagdo com a digestibilidade das forragens (p<0,05). Na segunda etapa do
estudo foram realizados dois experimentos para avaliar o papel de fungos e bactérias ruminais
na degradacdo in vitro de forragens em meios de incubacdo contendo ou ndo solugbes
antimicrobianas: Antibiodticos (Ab) — solucdo contendo uma mistura de trés antibioticos;
Antifungico (Af); Controle positivo (C+) — solugdo contendo Ab e Af; Controle negativo (C-)
— sem a adi¢do de antimicrobianos. No primeiro experimento foram realizados 3 ensaios in
vitro utilizando um DIC em que se testou o efeito de duas forragens (Tifton 85 e azevém) e
quatro meios de incubacdo em um arranjo fatorial 2x4. As variaveis avaliadas foram a
digestibilidade; grau de aderéncia microbiana a particulas e atividade enzimatica no residuo
de forragens incubadas durante 24 horas. No segundo experimento foram realizados 3 ensaios
in vitro gas utilizado um DIC em um arranjo fatorial 2 x 4 x 8, avaliando 2 forragens, quatro
meios de incubacéo e 8 tempos (3, 6, 9, 12, 24, 36, 48 e 72 horas de incubacgéo). Os resultados
do primeiro experimento indicaram interacdo entre tipo de forragem e meio de incubacéo para
a degradabilidade da MS e da FDN (p<0,05). Em relacdo ao meio de incubacéo C-, tanto o C+
guanto o meio com adicdo de Ab apresentaram reducdo na degradabilidade da MS, da FDN,
na atividade da xilanase e nas concentragdes de fosfato (p<0,05). A adicdo de Af no meio de
incubacdo ndo afetou nenhuma das variaveis quando comparadas ao meio C-. No segundo
experimento, para a variavel volume de gas foi observada interacdo entre forragem x meio de
incubacdo x tempo (p<0,05). O volume de gas acumulado nas duas espécies de forragem nos
meios C- e Af apresentaram médias similares e superiores em relacdo aos meios Ab e C+
(p<0,05), no entanto para o feno de Tifton a partir de 24 horas de incubacdo o meio Ab
apresentou médias superiores ao meio C+ (p<0,05). Os resultados indicam que fosfato e
purinas podem ser utilizados como marcadores de aderéncia microbiana a particulas de
forragem. No tempo fixo de 24 horas de incubagdo as bactérias foram determinantes na
degradacdo das forragens. Em 72 horas de incubacdo as bactérias permaneceram
desempenhando o papel mais importante na degradacdo das forragens, sua eficiéncia pode ser
aumentada através da atividade dos fungos.

Palavras-chave: Degradabilidade. Bactérias. Fungos. Gramineas. pH. Antimicrobianos.



ABSTRACT

MARKERS AND FUNCTION OF RUMINAL MICRORGANISMS ADHEREDE
TOFORAGE PARTICLES

AUTHOR: Mariana Patricia Mezzomo
ADVISER: Gilberto Vilmar Kozloski

The first part of this present study a set of trials were conduct to evaluate digestibility and the
potential of different markers for estimating the microbial mass adhered to forage particles
incubated in vitro during 24 hours at different pH. The experiment was conducted in a
completely randomized experimental design in a 2x4 factorial arrangement, testing the effect
of two forages (Tifton hay and ryegrass) and 4 values of initial pH (5.5, 6.0, 6.5 and 7.0). On
average, forage degradation were higher for ryegrass than for Tifton hay (P<0.05) and linearly
and positively affected (P<0.05) by increased pH. P and purines were the markers that showed
correlation (P<0.05) with forage degradation. In the second part of this study, two
experiments were conducted to evaluate the interactive role of bacteria and fungi on forage
degradation in vitro in medium containing or not of antimicrobial solutions: Antibiotic (Ab) -
A mixture of three antibiotics; Antifungal (Af); Positive control (C+) - with both Ab and Af
and Negative control (C-) - without antimicrobials. The first experiment in vitro 3 trials were
conducted in a completely randomized experimental design in a 2x4 factorial arrangement,
testing the effect of two forages (Tifton hay and ryegrass) and 4 incubation medium. The
variables evaluated were forage digestibility, and microbial adherence to forage particles and
enzymatic activity from the forage residue incubated during 24 hours. The second experiment
it was conducted three in vitro gas trials in a completely randomized experimental design in a
2x4x8 factorial arrangement, testing the effect of two forages (Tifton hay and ryegrass), 4
incubation medium and 8 incubation times (3, 6, 9, 12, 24, 36, 48 e 72 hours). The results
from the first experiment indicate there was incubation media x forage type interaction for dry
matter and FDN degradability (P<0.05). Compared to negative control, the positive control or
only Ab addition decreased dry matter and FDN degradability, xylanase activity and
phosphate the concentration of decrease (P<0.05). The addition of only Af in the incubation
medium did not affect any variable compared to negative control. In the second experiment
there was media incubation x forage type x incubation time interaction for gas production
variable (P<0.05). The accumulate gas production when was add only Af in the incubation
medium had similar gas volume compared to negative control, and both medias presented
higher values compare to Ab and C+ (P<0.05). However, for Tifton hay the addition of Ab
showed that the accumulated gas volume was higher than C+ (P<0.05) after 24 hours. The
results indicate that phosphate and purines can be used to estimate microbial adherence to
forage particles, with phosphate having analytical and cost advantages over the other markers.
At fixed 24 hours in vitro incubation bacteria activity was more relevant on determining
forage degradation. In 72 hours of in vitro fermentation bacteria also had the most important
role on forage degradation, however, was increased by fungi activity.

Keywords: Degradability, bacteria, fungi, grasses, pH, antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo microbiana dos materiais vegetais no rimen desempenha um papel
central na digestdo e nutricdo de ruminantes. A habilidade do animal ruminante em utilizar
carboidratos estruturais como fonte de energia € decorrente de uma relacdo simbidtica
estabelecida com os microrganismos ruminais (KOIKE e KOBAYASHI, 2009). A etapa
inicial para a degradacdo dos alimentos é a aderéncia dos microrganismos as particulas de
alimento que chegam ao ramen.

Entre os microrganismos ruminais envolvidos no processo de aderéncia, encontram-se
as bactérias e fungos. No ecossistema ruminal, considera-se que as bactérias desempenham o
papel principal devido a sua maior representatividade e capacidade de metabolizar diversos
substratos (CHENG et al., 1991). No entanto, os fungos possuem a capacidade superior as
bactérias em romper e degradar as barreiras estruturais da parede celular das plantas (AKIN e
BORNEMAN, 1989). A colonizacdo do material vegetal pelos zodsporos moveis é
considerado uma etapa decisiva na degradacdo e também essencial para o ciclo de vida dos
fungos anaerdbicos (EDWARDS et al., 2008). Devido & complexa natureza do ambiente
ruminal ainda é dificil se estimar com precisdo a real contribuicdo de cada um desses grupos
na degradacdo e fermentacdo da parede celular das plantas (LEE et al., 2000).

A quantificagdo do grau de aderéncia microbiana a particulas de alimentos é uma
questdo de grande importancia em estudos de nutricdo de ruminantes, para que se possa ter
uma melhor compreensdo sobre participacdo e interagdes entre 0s microrganismos ruminais.
Apesar de alguns métodos terem sido descritos na literatura para se realizar esta
quantificacdo, através da utilizacdo de marcadores externos e/ou por meio de marcadores
internos nédo existe um marcador que seja considerado como padrdo para estimar aderéncia
microbiana a particulas de alimento e que possa ser utilizado de forma completamente
satisfatoria. A maior parte dos métodos disponiveis é de dificil execucdo, envolvem
numerosas etapas para o preparo das amostras e/ou emprego de padrGes e reagentes caros e
equipamentos que utilizam procedimentos analiticos de grande complexidade (CARRO e
MILLER, 2002).

Dessa forma visando melhorar os conhecimentos dos fatores e mecanismos envolvidos
na fermentagdo ruminal dos alimentos, em especial os envolvidos na degradacdo dos
componentes fibrosos, o presente estudo conduzido com o objetivo de avaliar o uso de
potenciais marcadores de aderéncia microbiana a particulas de forragem incubadas in vitro e

estudar as interacOes entre as populagdes microbianas ruminais.
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2 ESTUDO BIBLIOGRAFICO
2.1 FERMENTACAO RUMINAL E MICRORGANISMOS FIBROLITICOS

Em sistemas de producdo de ruminantes que utilizam dietas a base de forragem, a
maior parte da energia é obtida através da fermentacdo dos carboidratos fibrosos. Além, de
proporcionar energia para o animal, mesmo em sistemas intensivos de producdo alimentos
volumosos sdo incorporados a dieta para manter o funcionamento normal do rimen e também
por motivos econdémicos (KRAUSE et al., 2003).

O aproveitamento dos compostos fibrosos é decorrente da atividade fisica e
microbioldgica, envolvendo a participagdo de uma complexa e densa populacdo de
microrganismos presente no rumen (OWENS e GOETSCH, 1993). A microbiota do
ecossistema ruminal é composta por bactérias (10'° — 10'/ml), protozoarios (10* — 10%/ml) e
fungos (10° — 10°/ml) (KAMRA, 2005). Aumentar a capacidade dos microrganismos ruminais
em degradar a parede celular dos vegetais é considerando um aspecto relevante, uma vez
consequentemente proporcionaria ganho no desempenho do animal (FOX et al., 1995).

Entre os carboidratos fibrosos mais abundantes na parede celular das plantas encontra-
se a celulose, dessa forma os microrganismos fibroliticos desempenham um papel
fundamental na nutricdo de ruminantes que recebem dietas com grandes proporcOes de
forragens (WEIMER, 1996). As bactérias ruminais por sua maior representatividade tem sido
continuamente estudadas e sdo consideradas colonizadoras primarias da degradacdo da fibra,
ja os protozoarios ndo sao considerados essenciais no processo de digestdo da fibra. Além
disso, estudos indicam que na auséncia dos protozodarios observou-se aumento no nimero de
bactérias e a digestdo da fibra foi mantida (EADIE e GILL, 1971).

Entre as bactérias fibroliticas ruminais estdo as espécies Fibrobacter sucinogeneses,
Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella
ruminicola, Eubacterium cellulosolvens e Eubacterium ruminantium (STEWART et al.,
1997). Baseado em seu maior nimero e maior habilidade em degradar a celulose das
forragens as espécies Fibrobacter sucinogeneses, Ruminococcus flavefaciens e Ruminococcus
albus (33,0%, 2,6% e 46,0%, respectivamente) sdo consideradas as representantes das
espécies celuloliticas no rimen (KOIKE e KOBAYASHI, 2009).

A contribuicdo dos protozoarios na digestdo de carboidratos estruturais ocorre de
forma diferente das observadas nas populacbes de bactérias e fungos. Os protozoarios

ingerem as particulas de forragem por fagocitose (Coleman, 1992) e a digestdo da fibra ocorre
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por um processo fisico. As espécies de protozoarios envolvidas na digestdo de fragmentos de
tecido vegetal sdo os do género Diplodinium e Eudiplodinum (ORPIN, 1988).

Até meados dos anos 70 acreditava-se que apenas bactérias e protozoarios habitavam o
rimen, quando entdo foram apresentados os primeiros relatos sobre a existéncia dos fungos
foi descrito por ORPIN (1975). Os fungos ruminais sao divididos em dois grupos baseados no
desenvolvimento dos esporangios: policentricos (Orpinomyces, Anaeromyces e Cyllamyces) e
monocentricos (Neocallimastix, Piromyces e Caecomyces) (SIROHI et al., 2013). Antes da
descoberta dos fungos acreditava-se que somente bactérias estavam envolvidas na hidrolise da
biomassa vegetal, no entanto atualmente é bem estabelecido que os fungos participam
efetivamente na digestéo da fibra pelos ruminantes (LEE et al., 2004).

Entre os microrganismos ruminais os fungos anaerdbicos apresentam as mais potentes
enzimas fibroliticas e estas desempenham um papel catalitico importante na digestao da fibra
das plantas, o qual ocorre por meio da quebra da fibra através da penetracdo e expansdo das
hifas (PAUL et al., 2010). Os fungos ruminais aparentam ser superiores as bactérias em sua
capacidade romper e degradar barreiras estruturais do tecido vegetal (AKIN E BORNEMAN,
1989). Contudo, sua taxa de crescimento e digestdo dos polissacarideos é mais lenta que a das
bactérias, o que pode ser devido ao seu ciclo de vida mais complexo (DEHORITY e
TIRABASSO, 2000). No entanto a extensdo do envolvimento dos fungos na degradacdo dos
alimentos ainda nédo esta bem esclarecida, devido as dificuldades em se estimar a biomassa
dos fungos ruminais. A determinacdo do tamanho da populagdo de um microrganismo é
considerada uma etapa fundamental na compreenséo de sua funcao e atividade desempenhada
(LWIN et al, 2010).

As relagdes de sinergismo ou antagonismo entre os diferentes tipos de microrganismos
ruminais e também entre os diversos géneros pertencentes a0 mesmo grupo sao variadas e
complexas o que torna dificil de mensurar a funcdo especifica de um grupo de microrganismo
no rimen (KARMA, 2005). Alguns estudos conduzidos artificialmente em laboratorio,
simulando as condigdes do ambiente ruminal tém procurado elucidar as lacunas envolvendo a
participacdo de bactérias, fungos e protozoarios na degradacdo da parede celular das
forragens.

Lee et al. (2000) avaliou a contribuicdo relativa de bactérias, protozoarios e fungos
através do uso de tratamentos fisicos como homogeneizagdo, centrifugacdo, filtracdo e
esterilizacdo por calor e ou quimicos atraves da adicdo agentes antimicrobianos para
manipular o crescimento e selecdo de um grupo especifico de microrganismo. Os resultados

obtidos demonstraram que 0s sistemas contendo bactérias e protozoarios apresentaram relacéo
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de sinergismo, com uma maior atividade enzimética quando comparado com o sistema de
monocultura contendo apenas fungos.

Dehority e Tirabasso (2000) monitoraram o crescimento de fungos e bactérias e a
digestdo de amostras pura de celulose e amostras de alfafa em meios de incubacdo com a
adicdo de antibidticos (penicilina e estreptomicina) ou antifungico (cicloheximida). Os
resultados por eles indicaram que o crescimento dos fungos foi inibido na presenca de
bactérias e que a taxa de crescimento e digestdo da celulose foi menor pelos fungos. Kamra
(2005) relatou que estudos in vitro indicaram que ao remover os fungos ruminais do contetdo
ruminal foi observada uma significativa reducdo na producdo de gas e na degradacdo de

alimentos fibrosos, indicando uma funcgéo positiva dos fungos na degradacéo da fibra.

22 ADERENCIA DE POPULAGCOES MICROBIANAS FIBROLITICAS A
PARTICULAS DE ALIMENTO

A aderéncia microbiana representa a etapa inicial para que ocorra a degradacdo da
fracdo insollvel do substrato. Esse processo permite aumentar o tempo de retencdo dos
microrganismos no ramen, possibilita que as enzimas presentes ha membrana externa das
bactérias entrem em contato com o0s substratos, garantindo que os produtos finais da
fermentagdo estejam preferencialmente disponiveis para os microrganismos aderidos
(RODERICK e WITHE, 1990). Também permite o desenvolvimento das populacdes aderidas
as particulas de alimento e a sua estabilidade no meio ambiente ruminal. O crescimento das
bactérias fibroliticas e fungos ruminais estd intimamente associado a parede celular dos
materiais por eles colonizados (CHENG et al., 1991), enquanto que 0s protozoarios séo
fracamente associados as particulas de forragem.

Os microrganismos aderidos as particulas de alimento sdo numericamente
predominantes, representando cerca de 75 % do total da populacdo microbiana ruminal e da
producdo de ATP (CRAIG et al., 1987; MIRON et al., 2001; KIM et al., 2013). A producéo
de celulases e hemicelulases também sdo maiores nessas populacfes quando comparadas as
associadas ao fluido ruminal (WILLIAMS e STRACHMAN, 1984). Os microrganismos
aderidos sdo responsaveis pela maior parte da digestdo dos alimentos no rimen.

O processo de aderéncia esta organizado em quatro fases: 1) O transporte da bactéria
ao substrato fibroso; 2) Adesdo ndo especifica de microrganismos em areas do substrato; 3)
Adesdo especifica entre a bactéria aderida e o tecido digestivel atraves da producdo de

ligantes mais extensivos ou adesinas; 4) Proliferacdo de bactérias aderidas e a formagdo de
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biofilmes em locais especificos do tecido vegetal. Cada uma dessas fases depende que a etapa
anterior seja completada com sucesso. (MIRON et al., 2001).

A intima associa¢do com a parede celular das plantas parece ser realizada atraves de
uma estrutura molecular denominada celulossoma a qual facilita o processo de aderéncia
(KRAUSE et al., 2003; BAYER et al., 2004). O celulossoma & um complexo
multienzimatico grande e estavel especializado na adesdo e degradacdo da celulose,
fornecendo uma vantagem competitiva direta as células microbianas em utilizar os produtos
soltveis liberadas pela hidrélise do substrato (SCHWARZ, 2001). E possivel que assim como
as bactérias, os fungos ruminais também possuam uma estrutura semelhante aos celulossomas
envolvidas no seu processo de adesdo a celulose (STEENBAKKERS et al., 2001;
FREELOVE et al., 2001).

Segundo MIRON et al. (2001), diversos fatores podem interferir no processo durante a
aderéncia dos microrganismos aos substratos, 0s quais podem estar relacionados: aos
microrganismos; podem envolver caracteristicas do substrato (cuticula de protecdo, tecidos
internos, compostos fenolicos, area superficial, hidratacdo, carga idnica e capacidade de troca
catidnica) e fatores aspectos relacionados ao meio ambiente ruminal (pH, temperatura,
presenca de O, cations e carboidratos soluveis).

Entre os fatores ambientais, o pH ruminal exerce forte impacto sobre as populagdes
fibroliticas. Muitos aspectos do metabolismo dos microrganismos podem ser influenciados
pelas variacdes do pH ruminal, entre eles estdo a utilizagio de carbono e fontes de energia, a
eficiéncia com que degradam os substratos e a sintese de proteina (GOTTSCHALK, 1986).
Hu et al. (2004) avaliou a fermentacdo da celulose por diferentes microrganismos ruminais
sob diferentes valores de pH e estudou também a cinética da fermentacdo. Os resultados
demonstraram que a queda do pH resultou em um atraso no lag time, reducédo na taxa de
hidrolise e mudanca na relacdo acetato:propionato, sugerindo que as varia¢fes no pH levam a
uma mudanca na distribui¢do dos produtos da fermentacao.

A qualidade das forragens utilizadas pode afetar a atividade dos microrganismos
fibroliticos, impactando a degradacdo da forragem, o processo de aderéncia e a atividade das
enzimas fibroliticas. A extensdo desses efeitos estdo relacionadas as diferentes estruturas
anatdmicas e caracteristicas quimicas das forragens utilizadas como substrato (AKIN, 1989,
WILSON, 1994). A parede celular das plantas é composta primariamente por agucares
arranjados em polissacarideos com composic¢des e estruturas diferentes, lignina, proteina,
cations e agua.

Gramineas C3 sdo mais digestiveis em relacdo as C4 devido as diferentes proporcdes e
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arranjos dos tecidos da parece celular. O mesofilo e floema de ambas gramineas sdo
degradados rapidamente, no entanto a digestdo das C4 € mais lenta em funcdo da maior
concentracdo de compostos fendlicos e a disposi¢do justaposta e compacta dos tecidos
(AKIN, 1989), o que dificulta 0 acesso dos microrganismos ruminais.

A mastigacdo e 0s processamentos mecanicos contribuem para reducdo do tamanho
das particulas de alimento e aumentam a area superficial disponivel para a aderéncia
microbiana e a atividade enzimatica (BOWMAN e FIRKINS, 1993). A salivacdo durante a
mastigagdo tem como papel umedecer o alimento ingerido, o qual é necessario para a
associacdo do microrganismo com a particula de alimento e iniciar o processo de aderéncia. A
salivacdo também serve como um tampao do fluido ruminal prevenindo o desenvolvimento de
pH baixos (MCALLISTER, 1994).

2.3 METODOS UTILIZADOS PARA ESTIMAR ADERENCIA MICROBIANA A
PARTICULAS DE ALIMENTO

Kozloski et al. (2007), conduziram ensaios in vitro utilizando diferentes forragens e
diferentes tempos de incubacdo e determinaram por diferenca de peso a quantidade de
microrganismos aderidos a particulas de forragem. Para a remoc¢do dos microrganismos dos
residuos de incubacdo foi utilizado tratamento quimico. Os resultados observados permitiram
identificar diferencas nas forragens e o tempo méaximo de coloniza¢do dos microrganismos
as particulas de forragem .

O uso da microscopia eletrénica de varredura (MEV) tem demonstrado ser uma
ferramenta importante em estudos que envolvem a qualidade das forragens utilizadas na
nutricdo de ruminantes. Através de imagens (Figura 1) obtidas com a MEV é possivel avaliar
as configuracdes anatdmicas dos tecidos vegetais e sua susceptibilidade dos mesmos ao
ataque dos microrganismos ruminais, identificar dos grupos de microrganismos envolvidos na
etapa inicial da degradacdo da fibra e as interacbes fisicas que 0s microrganismos e o
alimento (AKIN, 1986; MEZZOMO, 2014).
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Figura 1- Microscopia Eletronica de Varredura de amostras de residuo de Lolium multiflorum (A e B) e
Cynodon spp. (C e D), apds 24 horas de incubagdo in vitro. Setas indicam a presenca de bactérias
(A e C) e fungos (B e D) na parede interna das células vegetais. (Fotografias publicadas
previamente em Mezzomo, 2014).

Merry e McAllan (1983) utilizaram MEV como método complementar para avaliar a
eficiéncia no uso de tratamentos para a remogédo de microrganismos aderidos a fibra. Akin e
Borneman (1989) identificaram os tecidos nos quais os fungos ruminais preferencialmente
iniciam o processo de colonizacdo. Guimardes-Beelen et al. (2006) identificaram através da
MEV o efeito da presenca de taninos em espécies brasileiras de leguminosas sobre a
colonizagdo microbiana. Essa técnica proporciona uma comprovagdo visual do processo de

aderéncia, sendo considerado um método qualitativo.
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Ao se avaliar a aderéncia microbiana a particulas de alimento ndo possivel realizar a
quantificacdo de forma direta, sendo entdo utilizados marcadores microbianos externos e
internos. Apesar do processo de aderéncia ser considerado como o0 ponto critico na etapa
inicial da degradacéo de forragens ainda ndo existe nenhum método que seja utilizado como
padrdo para medir a aderéncia microbiana a amostras de alimentos, de forma que varias
metodologias e marcadores tém sido utilizados para estudar esse parametro (FARENZENA et
al., 2013).

O emprego de marcadores externos utiliza o principio de que estes devem ser
fornecidos aos animais experimentais ou adicionados ao meio de incubacdo para que possam
ser incorporados pelos microrganismos ruminais e utilizados em suas estruturas (CARRO e
MILLER, 2002). O N* ¢ um dos marcadores externos mais amplamente empregado em
estudos in situ (Kaumon et al., 2006) e in vitro (FIRKINS et al.; 1991; CARRO e MILLER,
2002; RANILLA e CARRO 2013).

A preferencia pelo uso do N™ em relacdo aos outros marcadores externos esta
relacionada a caracteristicas que esse marcador apresenta, tais como: ser um isotopo estavel,
portanto ndo apresenta riscos ao meio ambiente; os alimentos fornecidos aos animais néo
apresentam enriquecimentos de N®° superiores a sua abundancia natural (0,366%) e sio
incorporados por todos microrganismos ruminais (CARRO, 2001). O N** é administrado na
forma de sais amoniacais como, N*H,Cl e de ureia (N™H,);SO,, sendo rapidamente
solubilizados em agua.

As analises envolvendo a determinacdo de enriquecimento por N*° nas amostras sdo
realizadas por espectrofotometria de massa. A vantagem desta analise esta relacionada com a
precisdo e exatiddo de sua analise, permitindo a detec¢do de enriquecimentos de até 0,001%
acima do enriquecimento natural. No entanto, o uso do N pode apresentar algumas
desvantagens relacionadas ao elevado preco deste isotopo (variando em funcéo da fonte e da
percentagem de enriguecimento com o atomo); preparo das amostras é trabalhoso e o custo
para a realizacdo das analises, uma vez que requer equipamentos complexos e caros, tornando
essa técnica menos acessivel a muitos laboratérios (CARRO, 2001).

Em contra partida o uso de marcadores internos baseia-se no principio de serem
substancias que constituem as células microbianas, ndo havendo assim a necessidade de
serem administrados ao animal em experimentos in vivo/in situ ou no meio de incubagéo
quando utilizados em experimentos in vitro.

O emprego dos acidos nucleicos (acido ribonucleico (RNA), acido desoxirribonucleico

(DNA)) e purinas como marcadores internos de aderéncia bacteriana é devido a presenga de
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altas concentracdes dessas substancias nos organismos unicelulares (BRODERICK e
MERCHEN, 1992). Os &cidos nucléicos sdo constituidos por nucleotideos, os quais sdo
formados por uma base nitrogenada, uma pentose e um fosfato. As bases nitrogenadas séo
derivadas de dois compostos parentais: pirimidinas e purinas. O DNA e o0 RNA possuem duas
bases puricas principais: adenina e guanina (NELSON e COX, 2002).

Uma das vantagens do uso de purinas como marcador seria 0 método empregado para
a sua determinacdo. O método proposto por Zinn e Owens (1986) é amplamente utilizado em
estudos para a quantificacdo de purinas devido a sua simplicidade, menor custo e por ndo
utilizar equipamentos sofisticados quando comparado a analise de outros marcadores. Neste
método utiliza-se o principio da hidrélise oxidativa dos acidos nucleicos e na precipitacao das
bases pdricas com nitrato de prata (AgNO3) em um pH variando entre 2-3 (MAKKAR e
BECKER, 1999).

Outro marcador microbiano relatado na literatura em estudos de aderéncia é o acido
diaminopimélico (DAPA). O DAPA é um aminoacido que esta presente na parede celular de
varias bactérias ruminais. Koike e colaboradores (2003) avaliaram o efeito da mastigacdo no
acesso dos microrganismos ruminais ao colmo de feno do género Dacylis, utilizando DAPA
como marcador de aderéncia bacteriana. Merry e McAllan (1983) avaliaram diferentes
procedimentos para remover bactérias associadas a fracdo solida da digesta ruminal. A
eficiéncia dos procedimentos para realizar a remoc¢éo das bactérias da fibra foi determinada
através da quantidade total de DAPA removido, assumindo que todo DAPA contido nos
residuos de fibra era de origem microbiana .

A determinacdo do DAPA pode ser realizada por métodos tradicionais como o
proposto por Czerkwaski (1974). Neste método a quantificacdo do DAPA na digesta ruminal
é realizada por meio de uma hidrélise inicial da amostra, seguida pela separacdo dos
aminoacidos por cromatografia de troca i6nica e por ultimo a determinacdo com ninhidrina.
Apesar deste método ser menos oneroso, sua aplicacdo apresenta limitacbes por ser uma
analise bastante trabalhosa, requer inUmeras etapas para preparacdo das amostras e esta sujeita
a contaminagdo com amino&cido prolina.

Em contra partida novas metodologias para a determinagdo do DAPA foram
desenvolvidas, como apresentada por Webster et al. (1990). Este método utiliza a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), apresentando boa sensibilidade e
reprodutibilidade para a determinacdo do DAPA em amostras de bactérias e digesta ruminal.

O tempo para preparo das amostras € menor quando comparado ao método convencional de
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cromatografia por troca idnica. No entanto, este método emprega equipamentos
especializados aumentando o custo da analise do DAPA.

O uso atividade enzimatica dos microrganismos fibroliticos também se apresenta
como um promissor marcador de aderéncia. Bactérias e fungos produzirem uma grande
variedade de enzimas ativas na degradacdo dos tecidos fibrosos das plantas (KOIKE e
KOBAYASHI, 2009). A quantificacdo da atividade fibrolitica da carboximetilcelulase e
xilanases podem ser bons indicadores da digestdo da fibra em dietas a base de gramineas e
silagens (HUHTANEN e KHALILI, 1992).

Firkins et al., 1991 concluiu que a atividade da carboximetilceluse pode fornecer uma
avaliacdo qualitativa sobre a colonizacdo de bactérias celuloliticas relativa ao total celulose
presente no substrato. Os resultados obtidos por Silva et al. (1987) ao medir a atividade da
carboximetilcelulase de amostras incubadas in situ por 24 e 48 horas indicaram alta
correlacdo com a digestibilidade. No entanto, a validacdo da atividade enzimatica como
marcador demanda mais estudos envolvendo culturas mistas de microrganismos e
comparativo com outros marcadores.

Baseado na mesma premissa do uso dos acidos nucléicos e das purinas, fosfato
apresenta um grande potencial de ser utilizado como marcador de aderéncia microbiana. O
fosfato estd presente em grandes quantidades nas células vivas, constituindo sistemas
moleculares relacionados ao cddigo genético (DNA e RNA) e desempenha papel estrutural
(fosfolipidios) representando assim um elemento chave no metabolismo celular. As
concentracdes de fosforo nas células microbianas ruminas variam entre 6 a 19 g/Kg de
matéria seca (RAMIREZ-PEREZ et al., 2009).

Estudos conduzidos previamente relatam o uso do fésforo para medir grau de
aderéncia bacteriana em amostras puras de celulose ou algoddo (Mourifio et al., 2001) e de
gramineas (Lolium multiflorum e Cynodon spp) (Farenzena et al. (2013) incubadas in vitro,
contudo os resultados obtidos com o P ndo foram comparados com outros marcadores
validados na literatura. A técnica para determinacdo de fosfato pelo método proposto por
Fiske e Subbarov (1925) utiliza etapas para o preparo da amostra que sao de execugéo simples
e faz uso de reagentes e equipamentos convencionais presentes em laboratérios de pesquisa.

Grande parte dos estudos realizados no século 20 na area da microbiologia do rimen
envolveu o uso de técnicas convencionais de cultura, nas quais era necessario realizar o
cultivo dos microrganismos e quantificacdo e identificacdo, demandando muito tempo e
trabalno (MCSWEENEY et al., 2009). A dificuldade em identificar os microrganismos esta

relacionada ao fato de 70% das bactérias ruminais estarem fortemente aderidas as particulas
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de alimento (FORSBERG e LAM, 1977). Os microrganismos ao se aderirem estabelecem a
formacdo de biofilmes, tornando-se estaveis o que dificulta a sua remogédo das particulas
(MCALLISTER, 1994).

Atualmente, com o avanco das técnicas moleculares, as técnicas convencionais vém
sendo substituidas por metodos que analisam os acidos nucléicos, em especial os que
envolvem o0s genes 16S/18S rRNA, os pesquisadores tém sido capazes de realizar o
monitoramento das espécies de bactérias e fungos anaerdbicos ruminais e a compreensdo da
fungdo complexo ecossistema ruminal (MCSWEENEY et al., 2009). Uma das vantagens dos
métodos moleculares seria possibilidade de quantificar os microrganismos aderidos ao
substrato, sem a necessidade de realizar procedimentos prévios para remové-los das particulas
de alimento.

Entre as diversas técnicas moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR) é uma poderosa ferramenta que permite a rapida quantificacdo de uma sequéncia
de DNA alvo, através do desenho de um conjunto de primers especificos. Essa técnica tem
sido empregada com sucesso em amostras extraidas do conteudo ruminal (TAJIMA et al.,
2001). Edwards et al. (2007; 2008) utilizando a qPCR caracterizou a dinamica da colonizagéo
inicial realizada por bactérias e fungos ruminais em amostras frescas de forragens. Assim
como 0s métodos tradicionais estas técnicas também apresentam desvantagens relacionadas
ao elevado custo dos reagentes utilizados para realizar as extracbes de DNA e técnicos e
equipamentos especializados para determinacgéo das analises.

Dos metodos classicos ou tradicionais apresentados anteriormente, nenhum
demonstrou ser capaz de atender todas as caracteristicas ideais de um marcador microbiano
para estimar aderéncia. Assim, a opcao pelo uso de um determinado marcador deve levar em

consideracdo as vantagens e limitacGes que este apresenta em relagéo a outros marcadores.

2.4 HIPOTESES CIENTIFICAS

Existe relacdo direta entre a concentragdo de qualquer marcador de aderéncia
microbiana no residuo de incubagdo com a degradacdo da forragem.
Existe interagdo positiva entre a atividade dos fungos e bactérias ruminais sobre a

degradacéo ruminal de gramineas forrageiras.
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2.5 OBJETIVOS

Avaliar o uso de potenciais marcadores (N15, purinas, fosfato e atividade da enzima
xilanase) de aderéncia microbiana ruminal a particulas de forragens incubadas in vitro;
Avaliar o papel dos fungos e sua interacdo com as bactérias ruminais na degradacéo in

vitro de forragens.



22

3 CAPITULO 1

AVALIACAO DE MARCADORES PARA ESTIMAR O GRAU DE ADERENCIA
MICROBIANA A PARTICULAS DE FORAGEM IN VITRO

RESUMO

A aderéncia microbiana a particulas de forragem é um processo que precede a utilizacdo do
substrato. Essa etapa inicial é essencial para a digestdo de polissacarideos estruturais da
planta. O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar de avaliar a digestibilidade
e uso de diferentes marcadores com potencial para estimar a massa microbiana aderida a
particulas de forragens incubadas in vitro por 24 horas em meios de incubacdo com diferentes
valores iniciais de pH. Os marcadores utilizados foram N*°, purinas, fosfato e atividade da
enzima xilanase. Foram realizados 3 ensaios para cada tipo de forragem, utilizado um
delineamento inteiramente casualizado em que se testou o efeito de duas forragens (feno de
Tifton 85 e Azevém) e quatro valores de pH inicial (5,5; 6,0; 6,5 e 7,0) em um arranjo fatorial
2 X 4. A degradacdo da MS e da FDN foram maiores para Azevém em rela¢do ao feno de
Tifton (p<0,05) e foram linearmente e positivamente afetados pelo aumento do pH do meio de
incubagdo (p<0,05). As concentragbes dos marcadores aumentaram linearmente e
positivamente com o aumento do pH (p<0.05) e variaram com o tipo de forragem (p<0,05),
exceto para atividade da xilanase. Os marcadores fosfato e purinas apresentaram correlacéo
com a digestibilidade da MS e da FDN das forragens (p<0,05). Os resultados desse estudo
indicaram que fosforo e purinas podem ser utilizados como marcadores de aderéncia
microbiana a particulas de forragem. Contudo, o fosfato foi mais sensivel em detectar
diferengas entre espécies forrageiras e usa procedimento analitico mais simples do que
purinas.

Palavras-chave: Microrganismos ruminais, digestibilidade, N°, purinas, atividade
enzimatica e fosfato.

EVALUATION OF MARKERS TO ESTIMATE IN VITRO MICROBIAL
ADHERENCE DEGREE TO FORAGE PARTICLES

ABSTRACT

Microbial attachment to the feed particles it is a process that precedes the substrate utilization
and is an essential step for the digestion of plant structural polysaccharides. The present study
was conduct to evaluate digestibility and the potential of different markers for estimating the
microbial mass adhered to forage particles incubated in vitro during 24 hours at different
values of initial pH. The microbial markers used were >N, purines, phosphate and xylanase
activity. The experiment was conducted in triplicate in a completely randomized experimental
design in a 2x4 factorial arrangement, testing the effect of two forages (Tifton hay and
ryegrass) and 4 values of initial pH (i.e. 5.5, 6.0, 6.5 and 7.0). On average, forage degradation
were higher for ryegrass than for Tifton hay (P<0.05) and linearly and positively affected
(P<0.05) by increased pH. The markers concentration increased linearly and positively with
increasing pH (P<0.05) and varied with forage type (P<0.05), except for xylanase activity.
phosphate and purines showed correlation (P<0.05) with DM and NDF degradation. The
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results indicate that phosphate and purines can be use to estimate microbial adherence to
forage particles. However phosphate was more sensitive to detect differences between forage
species and have analytical and cost advantages over purines.

Key words: Ruminal microorganisms, digestibility, °N, purines, enzymatic activity and
phosphate

INTRODUCAO

Os polimeros de carboidratos presentes na parede celular vegetal sdo indigestiveis
para a maior parte dos animais, contudo podem ser hidrolisados e fermentados por uma gama
microrganismos do rumen. A fermentacdo ruminal destes carboidratos tem como produto
final os &cidos graxos, 0s quais constituem a principal fonte de energia para o animal
ruminante (KRAUSE et al., 2003). Dessa forma, o melhor desempenho dos ruminantes esta
associado a capacidade que seus microrganismos possuem em utilizar os alimentos no rimen
(NAGPAL et al., 2010).

A aderéncia microbiana as particulas de alimento é um processo que precede a
utilizacdo do substrato e representa um passo essencial para a degradacao de polissacarideos
estruturais (MORGAVI et al., 2004). Vaérios fatores podem afetar o processo de aderéncia
microbiana, 0s quais podem estar relacionados a populacdo microbiana; caracteristicas do
substrato e fatores relacionados ao meio ambiente ruminal (MIRON et al., 2001).

Estudos prévios tem procurado demonstrar a relacéo entre a degradacéo e a aderéncia
microbiana as particulas da fibra. Kim et al. (2003) avaliaram o efeito da metilcelulose na
aderéncia de bactérias fibroliticas e na digestdo ruminal da palha de arroz. A adicdo de
metilcelulose no meio de incubac¢do inibiu tanto a aderéncia das bactérias fibroliticas ao
substrato fibroso quanto a digestdo da fibra, demonstrando a importancia da aderéncia
microbiana na digestao da fibra.

Roger et al (1992) avaliaram o efeito de diferentes niveis de inclusdo de glicerol na
dieta sobre o crescimento, aderéncia e a atividade de enzimas fibroliticas de bactérias e
fungos ruminais e verificaram que no nivel de 5% o total de matéria seca degradada foi
reduzida para R. flavefaciens, sendo o efeito glicerol ainda mais impactante para sobre os N.
frontalis. Farenzena et al. (2013) estudaram o impacto do pH sobre a digestibilidade e
aderéncia microbiana a gramineas de clima tropical e temperado e observaram relacdo entre
pH e digestibilidade e entre aderéncia e digestibilidade da FDN.

Kozloski et al. (2007), avaliaram a colonizagdo microbiana, degradacdo e cinética da
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producdo de gas de diferentes forragens. Para a quantificacdo dos microrganismos aderidos ao
residuos de incubacdo as amostras de residuo receberam tratamento quimico para realizar a
remogao dos microrganismos aderidos e o total de microrganismos aderidos foi estimado por
diferenca de peso. Os resultados obtidos permitiram identificar diferencas nas quantidades de
microrganismos entre as forragens e o tempo maximo de colonizacgéo de 24 horas.

A avaliacdo da aderéncia microbiana a particulas de forragem nédo pode ser realizada de
forma direta, sendo necessario o uso de marcadores para quantificar o total de microrganismos
aderidos. Apesar de varios trabalhos j& terem sido conduzidos abordando este tema, ndo foi
observado um estudo que tenha analisado todos eles de forma sistematica. Entre métodos
descritos para se realizar a quantificacdo de microrganismos aderidos estdo o uso de marcadores
externos como 0s is6topos S* e N*° e/ou por meio de marcadores internos como bases puricas e
acido diaminopimélico (CARRO, 2001). No entanto, a maior parte desses métodos é de dificil
execucdo, demandam a realizacdo de uma série de etapas para o preparo das amostras, elevado
custo financeiro e equipamentos que utilizam procedimentos analiticos complexos.

O presente trabalho realizou um estudo comparativo com o objetivo de avaliar o
potencial de quatro marcadores microbianos (N15, purinas, fosfato e atividade da enzima

xilanase) para estimar o total de microrganismos aderidos de as particulas de forragens.

MATERIAL E METODOS

Ensaios in vitro foram conduzidos com o objetivo de medir a digestibilidade de
forragens quando submetidas a diferentes pH iniciais e avaliar o uso dos marcadores N*°,
purinas, fosfato e atividade enzimatica para estimar o grau de aderéncia microbiana a

particulas de forragem.

Caracterizacdo e preparacdo de amostras para incubagdes in vitro

Amostras de feno de Tifton 85 (Cynodon spp. contendo por kg de matéria seca 780,8 g
de fibra em detergente neutro, 424,2 g de fibra em detergente acido, 50 g proteina bruta, 12,5
g fosfato) e Azevém (Lolium multiflorum contendo por kg de matéria seca 473,1 g fibra em
detergente neutro, 249,9 g de fibra em detergente 4cido,168,2 g proteina bruta, 34,8 g fosfato)
foram utilizados como substrato nos ensaios in vitro.

Previamente a incubagdo e analises quimicas as amostras foram secas a 55°C em

estufa de ar forcado e moidas a 2mm. O teor de MS foi determinado secando as amostras
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foram secas em estufa a 105°C. O teor de N total foi determinado pelo método Kjeldahl
(984.13, AOAC, 1997). A determinacdo da FDN foi baseada nos procedimentos descritos por
Mertens (2002), com excecdo que as amostras foram pesadas em sacos de poliéster
(porosidade de 16 um) e tratadas com solugédo detergente neutra em autoclave a 110°C por 40
minutos conforme descrito por Senger et al. (2008). O teor de fosforo foi analisado por
colorimetria pelo método adaptado de Fiske & Subbarow (1925) descrito por Farenzena et al
(2013).

Incubacdo in vitro e avaliacdo dos marcadores microbianos

Ensaios in vitro foram conduzidos para avaliar o uso de marcadores microbianos de
aderéncia a particulas de forragens. Os marcadores estudados foram N*°, purinas, atividade
enzimatica da xilanase e fosfato. Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado em
que se testou o efeito de duas forragens (Tifton 85 e Azevém) e quatro valores de pH inicial
em um arranjo fatorial 2 x 4.

As fermentacdes in vitro foram realizadas em triplicata para cada tipo de amostra de
forragem, de forma anaerdbica, em sistema de agitacao lenta, utilizando um total de 4 frascos
de vidro (capacidade de 3 L) equipados com valvula tipo Bunsen e tiveram duracdo de 24
horas. Cada frasco recebeu um meio de incubacdo (composto por 1600 mL de solucéo tampéo
(Tilley & Terry, 1963), 10 mg/L de SO4(**NH,), e 400 ml de fluido ruminal). Os meios
incubacdo de cada frasco foram ajustados para os valores de pH inicial 5,5; 6,0; 6,5¢e 7,0
pela adicdo de uma solucdo &cida (uma mistura de acido sulfarico 0.5 M (H,SQ,), acido
cloridrico (HCI) 0.5 M e &cido fosférico (HsPO4)) 0.5 M, ou pela adi¢do de solugdo de
bicarbonato de sédio (NaHCOs) (10 g L™).

Em cada frasco foram colocados um total de 4 sacos (10x10 cm, porosidade de 40
micras) com aproximadamente 5 g de amostra. O fluido ruminal foi obtido de um bovino da
raca brangus com peso vivo médio de 800 Kg canulado no rdmen, recebendo uma
alimentacéo a base de Tifton (Cynodon spp.).

Ap0s 24 horas de incubagdo a fermentacdo os sacos removidos dos frascos e lavados
em &gua corrente. Posteriormente os sacos foram tratados com solucéo salina (NaCl) 9 g L™
por 10 minutos para remover os microrganismos ndo aderidos ao residuo, e novamente
lavados com &gua destilada. Dos 4 sacos utilizados, 2 foram secos a 55°C em estufa de ar
forcado para estimar a digestibilidade da matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro

(FDN). Os outros 2 sacos foram utilizados para coleta de duas sub amostras de residuo imido
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para obtencdo do extrato enzimatico por meio de sonicacdo e posteriormente usadas para
medir a atividade enzimatica da xilanase O restante dos residuos imidos foram secos a 55°C
para determinac&o de N*°, purinas e fosfato.

Para a obtencdo do extrato enzimatico e realizar as estimativas da atividade da enzima
xilanase foi utilizado o protocolo descrito em Farenzena et al (2013). A atividade enzimatica
do extrato enzimatico para cada tipo de forragem nos diferentes pH iniciais foi determinada
utilizando xilano (Sigma X0627, Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, Brasil) como substrato, o
qual foi diluido (20 g L™) em uma solucdo tampédo fosfato. Para medir a quantidade de
acucares redutores liberados foi utilizado o método acido 3,5-dinitrolsalicilico de Miller et al
(1960), utilizando glicose como padréo. Atividade enzimatica foi expressa como mmol de
acucares redutores liberados por g de MS residual por min.

O teor de purinas nas amostras de residuo de incubagdo foi quantificado de acordo
com Makkar e Becker (1999) e os valores expressos como ug de purinas/ g de MS residual.

O teor de fosfato microbiano nos residuos foi analisado por colorimetria pelo método
adaptado de Fiske & Subbarow (1925) descrito por Farenzena et al (2013). Aproximadamente
0.2 g de residuos MPS e dos residuos tratados com solugcdo de FDN de cada forragem e seus
respectivos tratamentos, foram pesados em beckers de vidro (20 mL) queimados em mufla a
600°C por 3 horas. Apds foi adicionado 10 mL de uma solucdo contendo 3/4 de &cido
cloridrico (HCI) 2,76N e 1/4 de acido nitrico (HNO3z) 1,59N e colocado em chapa de
aquecimento a 200°C, permanecendo até se obter um volume residual de aproximadamente 2
mL. O contetdo foi transferido para um baldo volumétrico de 25 mL com papel filtro, e
completado o volume com &gua destilada. O filtrado foi mantido refrigerado a -20°C para
posterior determinacdo da analise colorimétrica. Considerou-se que ap06s 24 horas todo fosfato
presente no residuo insolGvel em detergente neutro era proveniente da forragem e todo fosfato
sollvel era proveniente das células microbianas aderidas ao residuo. A aderéncia microbiana
foi calculada pela diferenca da concentracdo de fosfato na MS residual descontado o valor de
fosfato no residuo de FDN. Os resultados foram expressos como concentracdo de fosfato em
ug/g MS residual.

A determinacdo da abundancia de N*® nos residuos foi realizada por espectrometro de
massas de razdo isotopica (DELTA V Advantage, Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemanha) acoplado a um analisador elementar (Flash 2000 IRMS, Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany). O excesso de N* foi calculado assumindo a abundancia natural de
0,3663 atm % para 0 padrdo (3.663 mg N**/g N). O resultado final foi expresso como ug

Excesso N15 /g MS residual. Foram utilizadas as seguintes equacoes:
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Razdo isotopica do padréo:

0,366% (15N
R padrao = ( 6 (15N) >

99,633% (14N)
R padrao = 0,0036765 ou atm % padrido = 0,3663

Delta da amostra:

15N 15N ~
12N amostra — g padrao

damostra = x 1000

15N ~
14N padrao

Estimativa da % de atomos no residuo:

1000
damostra + 1)
1000

100 X R padrio X (M)

atm % =
1 + Rpadrao X (

Excesso de N15 % do N total:

Excesso de N15 (%) = atm % amostra — atm % padrao

Excesso N15 (% na MS residual):

_ Excesso de N15 (% do Ntotal) xN (% na MS)
Bl 100

Excesso N15 (ug/g MS residual):

__ Excesso de N15 (% na MS residual)

X1 X1
100 000X 1000

Analise estatistica

Os resultados da digestibilidade da MS, atividade enzimatica e concentracdo de
marcadores microbianos no residuo incubado foram analisados pelo procedimento mixed do
SAS (v. 9.4 SAS Inst. Inc., Cary, NC) considerando os efeitos fixos do tipo de forragem e dos
diferentes pHs. Testes ortogonais para avaliar o efeito linear e quadratico dos diferentes pHs
foram realizados através do comando CONTRAST do PROC MIXED do SAS. Significancia
foi declarada significancia foi declarada para valores de P < 0,05. O modelo matematico
utilizado foi:
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Yi= L+ pHi+ Fj + (pH x F)ij + eije

Onde: pH, F sdo pH inicial, tipo de forragem respectivamente. Interacdo testada
encontra-se entre parénteses, p € a média geral, ejjx € 0 erro residual.

Correlagbes de Pearson foram realizadas para avaliar a correlacdo entre pH,
digestibilidade e concentragdo dos marcadores microbianos nos residuos das forragens
incubadas por 24h. Foi utilizado o procedimento CORR do SAS (v. 9.4 SAS Inst. Inc., Cary,

NC), significancia foi declarada para valores de P < 0,05.

RESULTADOS

Apds 24 horas de fermentacdo ocorreu um decréscimo no valor final do pH dos meios
de incubacdo para 5,33 +0,09; 5,64 +0,13; 6,14+0,11 e 6,54+ 0,23, para os valores de pH
inicial 5,5; 6,0; 6,5, 7,0 respectivamente. Nao foi observada interagdo entre pH x espécies de
forragem para nenhuma das variaveis estudas (tabela 1). A digestibilidade in vitro da MS e da
FDN aumentaram linearmente e positivamente com o aumento do pH inicial de 5,0 para 7,0
(p<0,05). A digestibilidade da MS e da FDN do azevém foi superior a do feno de tifton
(p<0,05).

Assim como os valores de digestibilidade, as concentracbes dos marcadores
aumentaram linearmente e positivamente com o aumento do pH (p<0.05). As concentracfes
dos marcadores variaram com o tipo de forragem (p<0,05), exceto para atividade da xilanase.

Foi observada correlacdo positiva entre digestibilidade da FDN das forragens e pH do
meio de incubacdo (p<0,05) (tabela 2). Todos marcadores apresentaram correlacdo com o pH
do meio de incubacdo (p<0,05), exceto purinas. Os marcadores fosfato e purinas apresentaram
correlacdo com a digestibilidade da MS e da FDN das forragens (p<0,05). As concentracfes

fosfato apresentaram correlagdo com purinas e atividade enzimatica (p<0,05).



Tabela 1- Degradacdo da matéria seca (MS), concentracdo dos marcadores microbianos em amostras de Azevem (Lolium multiflorum) e
feno de Tifton (Cynodon ssp.) apds 24 horas de incubagéo in vitro.

pH EPM P
55 6.0 65 7.0 = pH* F x pH

Variavel F

Degradabilidade

MS Cy 0241 0283 0351 0367 415 <9oo1 <0001(L) 0433(Q) 0.399

AZ 0.621 0.668 0.724 0.774

FDN Cy 0106 0158 0242 0269 405 5001 <0.001(L) 0739(Q) 0.063

AZ 0367 0436 0528 0.612

Aderéncia microbiana
N (excesso ug/g MS cY 3.98 6.61 10.0 11.2

i 141 0.029 <0.001 (L 0.498 0.171
residual) AZ 1.71 3.41 4.30 5.70 ®) ©

Purinas (ug/g MS residual) i; 1272065 2209527 Z; ‘2133 263 <0001 <0.001(L) 0263(Q) 0.184

Atividade da xilanase (mmol  CY 1.40 2.30 5.36 7.08

Jlicoselg MS residual /min) Az U3 a6 ag1 7oy 0654 0412 <0.001(L) 0072(Q)  0.382

Fosfato (ug/g MS residual) i\z( 42112 42122 4213? 222 503 0.004 <0.001(L) 0.118(Q) 0.609

AZ=Azevém; FT= Feno de tifton; F= forragem; EPM=erro padrdo da média; MS=matéria seca
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Tabela 2 - Coeficientes de correlacdo de Pearson entre pH, digestibilidade e concentracdo dos
marcadores microbianos em residuos de forragens apos 24 horas de incubacdo in

vitro.
Atividade
pH DIMS  DIFDN N®  Purinas da Fosfato
xilanase
0.27
oH 1.00000 ) 0.47 0.58 0.15 0.88 0.44
(<0.208)* (0.021) (0.003) (0.478)  (<0.001)  (0.032)
0.96 -0.38 0.92 0.16 0.84
DIMS 1.00000
(<0.001) (0.069) (<0.001) (0.464) (<0.001)
-0.21 0.91 0.35 0.91
DIFDN 1.00000
(0.313) (<0.001) (0.095) (<0.001)
NEC 100000 048 0.60 -0.11
' (0.016)  (0.019)  (0.603)
. 0.07 0.86
P 1.00000
urinas (0.756)  (<0.001)
Atividade 1.00000 0.46
da xilanase ' (0.024)
Fosfato 1.00000

Valores entre parénteses sdo a probabilidade do erro tipo 1.
DIVMS= Digestibilidade in vitro da matéria seca; DIFDN= Digestibilidade in vitro da fibra em detergente
neutro.

DISCUSSAO

A diminui¢do do pH inicial do meio de incubagdo, assim como em estudos prévios
(Kozloski et al., 2008; Farenzena et al., 2013) exerceu impacto negativo sobre a degradacéao
das forragens e a degradacdo da MS e da FDN do Azevém foi superior a do feno de tifton,
atendendo assim requisitos importantes para este estudo que procura estabelecer entre
degradacéo e a concentracdo de marcadores aderéncia microbiana a particulas de forragens. A
reducdo na eficiéncia da degradacéo das forragens pode ser atribuida a inibicdo da aderéncia
microbiana as particulas de alimento. Estudos in vitro e in situ demonstraram que a atividade
fibrolitica de culturas puras ou mistas de microrganismos ruminais é dependente do pH
ruminal (DIJKSTRA et al., 2012).

Os resultados obtidos indicaram que a concentracdo de todos marcadores avaliados

apresentaram efeito de pH, no entanto nem todos marcadores foram claramente diferenciados



31

pelo tipo de forragem. Assim como os resultados obtidos com a degradagédo, os marcadores
fosfato e purinas apresentaram concentracdes maiores nos residuos de Azevém em relacao aos
do feno de Tifton. A atividade enzimatica utilizando a enzima xilanase como referéncia e o0s
valores das concentracées de N'° néo apresentaram o mesmo padréo dos outros marcadores.

Diferentes marcadores tém sido empregados para quantificar 0s microrganismos
aderidos as particulas de alimento, no entanto ndo existe na literatura um marcador que seja
considerado padréo. No presente estudo utilizamos como padrdo a digestibilidade das
forragens, de forma que a indicagédo do uso do marcador estaria baseada na sua correlagdo
com a digestiblidade da forragem.

Os resultados obtidos com o marcador externo N° apresentaram alta variabilidade e
ndo apresentou correlacdo com a digestibilidade da MS e da FDN. O N* é um marcador
externo amplamente empregado em estudos in vitro (Firkins et al., 1991; Carro e Miller,
2002) por apresentar vantagens como ser incorporado por todos microrganismos ruminais; a
auséncia enriquecimentos em N superiores a abundancia natural (0,3663) nos alimentos
ofertados aos animais e a determinagdo do N por espectrometria de massas é uma analise
alta precisdo e exatiddo, capaz de detectar enriquecimentos de até 0,001% (FIRKINS et al.,
1991).

Levando em consideracdo que neste estudo as estimativas do grau de aderéncia
microbiana foram realizadas diretamente nos residuos de incubagdo a menor proporcao de
microrganismos na relagdo microrganismos ruminais:material indigestivel nas amostras e o
reduzido volume de amostra utilizado para a determinacéo de N*° (entre 3 a 5 mg) é possivel
gue a combinacdo deste aspectos tenham contribuido para alta variabilidade dos nossos dados
obtidos com o N*°.

A atividade enzimaética da xilanase, ndo apresentou correlagdo com a digestibilidade
da MS e da FDN. Sendo observada apenas correlacdo com pH, fosfato e N*>. Em relacéo a
este aspecto é possivel dizer, a correlacdo observada entre teor de N*° e atividade enzimética
indica que este marcador pode ter sido utilizado preferencialmente para sintese de enzimas
associadas a digestao da fibra.

Fosfato e purinas foram os marcadores que apresentaram correlagdo com a
digestibilidade da MS e da FDN e também apresentaram correlacdo entre si. Os resultados
com fosfato foram similares os apresentados por Farenzena et al., (2013). Fosfato e purinas
sdo marcadores internos e baseiam-se no principio de serem constituintes das células e
encontram-se altas concentragdes nos microrganismos ruminais (BRODERICK e

MERCHEN, 1992). Os valores de fosforo de presente nas células da bactérias associadas as
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particulas variam entre 5,8 a 9,7 mg/Kg de MS (MERRY e MCALLAN, 1983; RAMIREZ-
PEREZ et al., 2009) e de purinas variam entre 6,1 a 8,1 mg/Kg de MS (RODRIGUEZ et al.,
2000).

O uso do fosfato como marcador de aderéncia microbiana a particulas de forragem
apresenta vantagens em ralacdo a purinas uma vez que sua determinacdo envolve
procedimentos analiticos simples. A técnica para determinacdo de fosfato pelo método
proposto por Fiske e Subbarov (1925) utiliza etapas para o preparo da amostra que sdo de
execucdo simples e faz uso de reagentes e equipamentos convencionais presentes em
laboratdrios de pesquisa.

No presente estudo ao avaliarmos o potencial do uso dos marcadores microbianos
N15, purinas, fosfato e atividade da xilanase, utilizamos como valor de referéncia a
digestibilidade das forragens. A escolha do marcador microbiano de aderéncia deve levar em
consideracdo os procedimentos experimentais adotados no estudo, tipo de substrato utilizados
e 0s métodos utilizados para determinacdo do marcador, visando com isso diminuir a

variabilidade dos resultados.
CONCLUSAO

Os resultados desse estudo indicaram que fosfato e purinas podem ser utilizados como
marcadores de aderéncia microbiana a particulas de forragem. Contudo, o fosfato foi mais
sensivel em detectar diferencas entre espécies forrageiras e usa procedimento analitico mais

simples do que purinas.
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4 CAPITULO 2

FUNCAO DE BACTERIAS E FUNGOS RUMINAIS NA DEGRADACAO DE
FORRAGENS INCUBADAS IN VITRO

RESUMO

No presente estudo foram realizados dois experimentos para avaliar o papel de fungos e
bactérias ruminais na degradacdo in vitro de forragens em meios de incubagdo contendo ou
ndo solucbes antimicrobianas: Antibidticos (Ab) — solucdo contendo uma mistura de trés
antibioticos - penicilina, cloranfenicol e estreptomicina); Antifungico (Af) - cicloheximida;
Controle positivo (C+) — solugédo contendo Ab e Af; Controle negativo (C-) — sem a adicao de
antimicrobianos. No primeiro experimento utilizado um delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) em que testou o efeito de duas forragens (Tifton 85 e
Azevém) e quatro meios de incubacdo em um arranjo fatorial 2x4. As variaveis avaliadas
foram a degradabilidade das forragens; o grau de aderéncia microbiana a particulas e
atividade da xilanase no residuo de forragens incubadas in vitro durante 24 horas. No segundo
experimento foi utilizado um DIC em um arranjo fatorial 2x4x8, avaliando 2 forragens,
quatro meios de incubacdo e 8 tempos de incubacdo. No primeiro experimento, quando
comparados ao meio C-, tanto o C+ quanto o meio com adicdo de Ab apresentaram a
degradabilidade, concentracdo de fosfato e a atividade da xilanase diminuidas (p<0,05). A
adicdo de Af no meio de incubacdo ndo afetou nenhuma das variaveis quando comparadas ao
meio C-. No experimento 2, houve interagcdo entre forragem, meio de incubacgéo e tempo de
incubacdo (p<0,05). Tanto para 0 Azevém quanto para o feno de Tifton, a producdo de gas 0s
meios C- e Af apresentaram médias similares e superiores em relacdo aos meios Ab e C+
(p<0,05). Para o feno de Tifton ap6s 24 horas a producdo de gas acumulada no meio Ab foi
maior que no meio C+ (p<0,05). Os resultados indicam que no tempo fixo de 24 horas de
incubacdo as bactérias foram determinantes na degradacdo das forragens. Em 72 horas de
incubacdo as bactérias permaneceram desempenhando o papel mais importante na degradacéo
das forragens, contudo sua eficiéncia pode ser aumentada através da atividade dos fungos.

Palavras-chave: Digestibilidade, microrganismos ruminais, aderéncia, antimicrobianos.

FUNCTION OF RUMEN BACTERIA AND FUNGI ON FORAGE DEGRADATION
IN VITRO

ABSTRACT

In the present study two experiments were conducted to evaluate the interactive role of
bacteria and fungi on forage degradation in vitro in medium containing or not of antimicrobial
solutions: Antibiotic (Ab) - A mixture of penicillin, chloramphenicol and streptomycin;
Antifungal (Af) - cycloheximide; Positive control (C+) - with both Ab and Af and Negative
control (C-) - without antimicrobials. In the first experiment it was used a completely
randomized experimental design in a 2x4 factorial arrangement, testing the effect of two
forages and 4 incubation medium. The variables evaluated were forage digestibility, and
microbial adherence to forage particles and xylanase activity from the forage residue
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incubated during 24 hours. The second experiment in vitro gas trials was conducted in a
completely randomized experimental design in a 2x4x8 factorial arrangement, testing the
effect of two forages, 4 incubation medium and 8 incubation times. The results from the first
experiment indicate that compared to negative control, the positive control or only Ab
addition decreased digestibility, the concentration of phosphate and xylanase activity
(P<0.05). The addition of only Af in the incubation medium did not affect any variable
compared to C- treatment. In the second experiment there was interaction between forage
type, incubation medium and incubation (P<0.05). For both forage species the addition of
only Af in the incubation medium had similar gas volume compared to negative control and
were higher than Ab e o C+ (P<0.05). For Tifton hay after 24 hours the accumulated gas
volume in Ab was higher than C+ (P<0.05). These results indicate that, at fixed 24 hours in
vitro incubation bacteria activity was more relevant on determining forage degradation. In 72
hours of in vitro fermentation bacteria also had the most important role on forage degradation,
however, was increased by fungi activity.

Key words: Digestibility, ruminal microorganisms, adherence, antimicrobials.

INTRODUCAO

O rimen é um ecossistema complexo no qual os microrganismos que nele habitam séo
capazes de converter alimento em massa microbiana e produtos finais da fermentacdo que
serdo utilizados pelo animal hospedeiro (KONG et al., 2010). Essa relacdo de simbiose entre
0 animal ruminante e microrganismos ruminais, permite a utilizacdo de polissacarideos
estruturais como principal fonte de energia.

Observagdes por microscopia eletrbnica de varredura demostraram que particulas
forragens incubadas no ramen foram colonizadas por microrganismos que se diferenciam pela
sua morfologia (BAUCHOP, 1979; GUIMARAES-BEELEN et al., 2005). O crescimento de
bactérias e fungos esta fortemente associado a parede celular dos materiais por eles
colonizados (CHENG ET AL., 1991). Os microrganismos aderidos as particulas de alimento
sdo numericamente predominantes, representando cerca de 75 % do total da populacdo
microbiana ruminal e da producdo de ATP (CRAIG et al., 1987; MIRON et al., 2001; KIM et
al., 2013).

As bactérias demonstram serem 0s microrganismos mais ativos na degradacéo da fibra
(Windhan e Akin, 1984), no entanto os fungos apresentam uma maior capacidade para
colonizar e degradar tecidos lignificados da parede celular que néo séo acessiveis para outros
microrganismos (TRINCI et al.,, 1994). Os fungos ruminais sdo capazes de romper
fisicamente o tecido vegetal, criando aberturas para a acdo das enzimas (EDWARDS et al.,
2008).
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Os microrganismos podem estabelecer interacbes que variam entre sinergismo e
antagonismo, 0s quais podem estar relacionados com os tipos de populacfes microbianas
envolvidas e os substratos por elas utilizados (LEE et al., 2000). Estudos em nutricdo de
ruminantes tem procurado compreender melhor como essas interagdes ocorrem durante a
degradacdo da fibra (WINDHAN e AKIN, 1994; DEHORITY e TIRABASSO, 2000;
JOBLIN et al., 2002).

No entanto, devido as limitacbes para se conseguir separar e quantificar as populacoes
dos microrganismos ruminais associadas as particulas de alimento € dificil se estimar a
contribuicdo especifica de bactérias e fungos na degradacdo da parede celular das plantas
(LEE et al., 2000). O presente estudo foi conduzido com o objetivo avaliar a participacao de

fungos e bactérias na degradacao in vitro de forragens.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram conduzidos dois experimentos in vitro com objetivo de
avaliar a degradabilidade de forragens, grau de aderéncia microbiana a particulas de
forragens, atividade da enzima xilanase e producdo de gas decorrentes das interacdes entre 0s

bactérias e fungos ruminais durante o processo de degradacao de forragens.

Caracterizacdo e preparacdo de amostras para incubagées in vitro

Amostras de feno de Tifton 85 (Cynodon spp. contendo por kg de matéria seca 780,8 g
de fibra em detergente neutro, 424,2 g de fibra em detergente acido, 50 g proteina bruta, 12,5
g de fosfato e Azevém (Lolium multiflorum contendo por kg de matéria seca 473,1 g fibra em
detergente neutro, 249,9 g de fibra em detergente acido, 168,2 g proteina bruta, 34,8 g de
fosfato) foram utilizados como substrato nos ensaios in vitro.

Previamente a incubacdo e analises quimicas as amostras foram secas a 55°C em
estufa de ar forcado e moidas a 2 mm. O teor de matéria seca (MS) foi determinado secando
as amostras foram secas em estufa a 105°C. O teor de Nitrogénio (N) total foi determinado
pelo método Kjeldahl (984.13, AOAC, 1997). A determinacgédo da fibra em detergente neutro
FDN foi baseada nos procedimentos descritos por MERTENS (2002), com excegdo que as
amostras foram pesadas em sacos de poliéster (porosidade de 16 pum) e tratadas com solucao
detergente neutra em autoclave a 110°C por 40 minutos conforme descrito por SENGER et al.
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(2008). O teor de fosfato foi analisado por colorimetria pelo método adaptado de FISKE E
SUBBAROW (1925) descrito por FARENZENA et al. (2013).

Experimento 1: Degradacdo de forragens e aderéncia microbiana em residuos de forragem

incubados in vitro.

Ensaios in vitro foram conduzidos para avaliar a degradabilidade de forragens,
atividade da enzima xilanase e o grau de aderéncia microbiana a particulas de forragens, em
meios de incubacdo contendo ou ndo solucBes antimicrobianas. Para determinar a aderéncia
microbiana, foram utilizados os marcadores: N*°, fosfato, DNA microbiano. Foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado em que se testou o efeito de duas forragens (feno de
Tifton 85 e Azevém) e quatro meios de incubacdo em um arranjo fatorial 2 x 4.

Foram conduzidos 3 ensaios in vitro, nos quais foram incubadas amostras Azevem e
feno de Tifton 85, sendo que cada ensaio foi considerado uma replicata. Cada ensaio foi
conduzido de forma anaerdbica, em sistema de agitacdo lenta, utilizando um total de 4 frascos
de vidro (capacidade de 3 L) equipados com véalvula tipo Bunsen e de 24 horas. Cada frasco
recebeu um meio de incubacdo (composto por 1600 mL de solucdo tampao (Tilley & Terry,
1963), 10 mg/L de SO4(**NH.), e 400 ml de fluido ruminal) com adicdo ou n&o de
substancias antimicrobianas: Antibioticos (Ab) — solucdo contendo uma mistura de trés
antibiodticos: penicilina, cloranfenicol e estreptomicina (500 mg/L de cada antibidtico);
Antifungico (Af) — cicloheximida (50 mg/L); Controle positivo (C+) — solugdo contendo Ab e
Af; Controle negativo (C-) — sem a adicdo de antimicrobianos. Em cada frasco foram
colocados um total de 8 sacos, dos quais para cada tipo de forragem foram utilizados 2 sacos
(5x5 cm, porosidade de 40 micras) com 1 g de amostra para medir a digestibilidade da
forragem e 2 sacos (10x10 cm, porosidade de 40 micras) com 4 g de amostra para estimar a
atividade da xilanase e o grau de aderéncia microbiana as particulas de forragem. O fluido
ruminal foi obtido de um bovino da raca brangus com peso vivo médio de 800 kg canulado no
ramen, recebendo uma alimentacéo a base de Tifton (Cynodon spp.).

ApoOs 24 horas de incubacdo, os sacos removidos dos frascos e lavados em &gua
corrente. Posteriormente os sacos foram tratados com solucdo salina (NaCl) 9 g/L por 10
minutos para remover 0s microrganismos nao aderidos ao residuo, e novamente lavados com
agua destilada. Os sacos que continham inicialmente 1g de amostra foram secos a 55°C em
estufa de ar forcado para estimar a degradabilidade da MS. Para cada tipo de forragem nos

seus respectivos meios de incubagdo foram coletadas duas sub amostras de residuo umido dos
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sacos que continham inicialmente 4 gramas, sendo uma para obtencéo do extrato enzimatico
por meio de sonicacdo e posteriormente usados para medir a atividade enzimatica da xilanase
e a outra congelada em nitrogénio liquido para posteriormente realizar a extracdo do DNA
microbiano. O restante dos residuos Gimidos foi seco a 55°C para determinagdo de N*°, fosfato
e degradabilidade da FDN.

Quantificacdo dos marcadores de aderéncia microbiana

A obtencdo do extrato enzimatico e as estimativas da atividade da enzima xilanase foi
utilizado o protocolo descrito em Farenzena et al (2013). A atividade enzimética do extrato
enzimatico para cada tipo de forragem nos diferentes meios de incubacdo foi determinada
utilizando xilano (Sigma X0627, Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, Brasil) como substrato, o
qual foi diluido (20 g/L) em uma solucdo tampédo fosfato. Para medir a quantidade de agUcares
redutores liberados foi utilizado o método acido 3,5-dinitrolsalicilico de Miller et al (1960),
utilizando glicose como padrdo. Atividade da xilanase foi expressa como mmol de agUcares
redutores liberados por g de MS de residuo por min.

O DNA dos microrganismos aderidos as particulas de residuo das forragens foi
extraido com o Kit PureLink™ Microbiome DNA Purification. Foram seguidas as diretrizes
do fabricante, com algumas adaptacGes no primeiro passo do processo de extracdo do DNA
relacionado ao preparo do lisado. Nesta etapa foram adicionados ao tubo: 200 mg de residuo
Umido, 700 pL de solugdo S1 e 500 pL de uma solucdo de lise (1,169 de cloreto de sodio;
1,21 g de Tris e 0,74 g de EDTA), o tubo foi agitado e colocado em banho maria a 37°C por
30 minutos. A segunda modificacdo foi no processo de homogeneizacdo das amostras no
aparelho bead beating em que foram processadas por 5 ciclos de 1 min, com intervalos de
1min incubadas em gelo. A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de
agarose e 0 DNA quantificado utilizado o equipamento NanoDrop2000™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).

A determinacdo da abundancia de N*® nos residuos foi realizada por espectrometro de
massas de razdo isotopica (DELTA V Advantage, Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemanha) acoplado a um analisador elementar (Flash 2000 IRMS, Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany).

O teor de fosfato microbiano nos residuos foi analisado por colorimetria pelo método
adaptado de Fiske & Subbarow (1925) descrito por Farenzena et al (2013). Aproximadamente

0.2 g de mateéria parcialmente seca (MPS) de residuo e dos residuos tratados com solugéo de
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FDN de cada forragem e seus respectivos tratamentos, foram pesados em Becker de vidro (20
mL) queimados em mufla a 600°C por 3 horas. Apds foi adicionado 10 mL de uma solucéo
contendo 3/4 de &cido cloridrico (HCI) 2,76 N e 1/4 de é&cido nitrico (HNO3) 1,59 N e
colocado em chapa de aquecimento a 200°C, permanecendo até se obter um volume residual
de aproximadamente 2 mL. O conteudo foi transferido para um baldo volumétrico de 25 mL
com papel filtro e completado o volume com agua destilada e posteriormente realizada a
determinacéo do teor de fosfato por analise colorimétrica. Considerou-se que apds 24 horas
todo fosfato presente no residuo insoltivel em detergente neutro era proveniente da forragem e
todo fosfato soltvel era proveniente das células microbianas aderidas ao residuo. A aderéncia
microbiana foi calculada pela diferenca da concentracdo de fosfato na MS residual descontado
o valor de fosfato no residuo de FDN. Os resultados foram expressos como concentracao de
fosfato em ug/g de MS de residuo.

Analise estatistica

Os resultados de degradabilidade da MS e da FDN, aderéncia microbiana e atividade
enzimatica foram analisados pelo procedimento mixed do SAS (v. 9.4 SAS Inst. Inc., Cary,
NC) considerando os efeitos fixos do tipo de forragem e dos antimicrobianos. As médias
foram comparadas pelo teste de Fisher utilizando o a op¢do PDIFF do comando LSMEANS

do SAS. Significancia foi declarada a P<0,05. O modelo matematico utilizado foi:

Yijk: M+ MI; + Fj + (IV” X F)ij + €ijk

Onde: MI F sdo meio de incubacdo e tipo de forragem respectivamente. Interagdo

testada encontra-se entre parénteses, L € a média geral, ejj € o erro residual.

Experimento 2: Avaliacdo da interacdo entre bactérias e fungos ruminais na degradacdo de

forragens.

Foram conduzidos trés ensaios in vitro gas com o objetivo de se estimar o volume de
gas em quatro meios de incubacdo com a adicdo ou ndo de solugdes antimicrobianas. Foi
utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado em um arranjo fatorial 2 x 4
x 8, avaliando 2 forragens (Tifton 85 e Azevém), quatro meios de incubacdo e 8 tempos de
incubacdo. As forragens utilizadas e o protocolo para preparo dos meios de incubacao foram
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0s mesmos adotados no experimento 1. Foram pesados individualmente em torno de 1,5 g de
amostra em frascos de vidro (capacidade de 160 mL), incubados por 72 horas em um meio de
incubacdo (80 mL de tampdo e 20 mL de fluido ruminal) contendo ou n&o substancias
antimicrobianas. As fermentacdes in vitro gas foram conduzidas de forma anaerdbica, em
banho maria a 39°C, com sistema de agitacdo lenta. Foram realizados 3 ensaios para cada tipo
de forragem, sendo que em cada ensaio foram usadas 3 garrafas para cada tipo de amostra e
meio de incubacédo e 3 garrafas para o branco (0 meio de incubagéo composto por 80 mL de
tampdo e 20 mL de fluido ruminal, sem adicdo de amostras). O volume de gas foi medido nos
tempos 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48 e 72 horas de incubacéo.

Analise estatistica

Os dados foram analisados como medidas repetidas no tempo utilizando o
procedimento mixed do SAS (v. 9.4 SAS Inst. Inc., Cary, NC), incluindo como efeitos fixos
tipo de forragem, meios de incubacdo e o tempo. As médias foram comparadas pelo teste de
Fisher utilizando o a opgdo PDIFF do comando LSMEANS do PROC MIXED do SAS.

Significancia foi declarada a P<0,05. O modelo matematico utilizado foi:

YijkI: n+ Ml + Fj +T + (M| X F)ij + (M| X T)ik+ (F X T)jk + (IV” X Fx T)ijk + Eijui

Onde: MI F, T sdo os efeitos de meio de incubagdo, tipo de forragem e tempo,
respectivamente. As interagdes testadas encontram-se entre parénteses, | € a média geral, e;j é

0 erro residual.

RESULTADOS

Degradabilidade, aderéncia microbiana e atividade da xilanase

No experimento 1 no tempo fixo de 24 horas de incubagédo foi observada interagéo
entre tipo de forragem e meio de incubacgéo para a degradabilidade da MS e da FDN (p<0,05).
Entretanto para atividade da Xxilanase e os marcadores de aderéncia microbiana ndo foi
observada interacdo entre tipo de forragem e meio de incubagdo. Os valores médios para
fosfato e DNA foram superiores para 0 Azevém em relagdo aos do feno de Tifton (p<0,05).

Em relacdo ao meio de incubagdo C-, tanto o C+ quanto o meio com adicdo de Ab
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apresentaram reducdo na degradabilidade da MS, da FDN, na atividade da xilanase e nas
concentracdes de fosfato (p<0,05). A adicdo de Af no meio de incubacgédo nao afetou nenhuma

das variaveis quando comparadas ao meio controle negativo (Tabelal).

Tabela 1 - Degradacdo da matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN),
aderéncia microbiana e atividade da xilanase no residuo de amostras de Azevem
(AZ) e feno de Tifton (FT) apds 24 horas de incubagdo in vitro em resposta a
adicdo de antibioticos e/ou antifungico.

o Meio de incubagdo* P
Variaveis F EPM
C- Ab Af C+ M F MI x F

Degradabilidade
AZ 083 055° 0.82% 054% 0.021 <0.001 <0.001 <0.001
FT 038 025° 0.37° 0.21°

AZ 074 0298 072% 0288 0.031 <0001 <0.001 <0.001
FT 029 0.16° 027° 0.09°

MS

FDN

Aderéncia microbiana (g de marcador microbiano/g de MS residual):
AZ 8.06 2.2 7.21 391 283 0.056 0.884 0.722

N15

FT 6.38 4.2 6.54 3.57

AZ 844 755 732 665 90 0.035 <0.001 0.687
Fosfato

FT 486 377 459 236
DNA AZ 991 397 859 498 2436 0.068 0.004 0.831

FT 448 129 306 118

Atividade da xilanase (mmol de acUcares redutores/ g de MS residual/minuto):
Az 15.42* 453° 1524% 323° 2383 <0001 0.344 0.628

FT 12.76° 573 11.42%® 2.80°

MI= Meio de incubagdo; F=forragem

*Antibidtico (Ab); Antiflngico (Af); Controle negativo (C-), sem adi¢cdo de Ab e Af; Controle positivo (C+),
com adicdo de Ab e Af.

Diferencas nas letras na mesma linha estabelece diferencas nas médias entre os meios de incubacdo dentro do
mesmo tipo de forragem.

Producdo de gés

No experimento 2, para a variavel volume de gas foi observada interacdo entre
forragem x meio de incubagdo x tempo para variavel volume de gés (Figura 1). A partir de 9
horas de incubagdo foram observadas diferencas entre o volume de gas acumulado para a

forragem Azevém, no qual os meios C- e Af apresentaram médias similares e superiores em
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relacdo aos meios Ab e C+ (p<0,05), permanecendo assim até o final das 72 horas de
incubacéo.

Para o Feno de tifton foi detectada diferenga na média de volume de gas acumulado
entre os meios de incubacdo a partir de 12 horas, sendo o0 volume de gas acumulado nos meios
C-, Af e Ab similares e superiores ao meio C+ (p<0,05). A partir de 24 horas de incubacao os
meios C- e Af apresentaram médias semelhantes e superiores aos meios Ab (p<0,05). O meio

C+ apresentou médias inferiores aos demais meio de incubacao (p<0,05).

20000 - Feno de tifton a 180.00 4 Azevem :
180.00 + 160.00 -
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Figura 2 - Média da producéo acumulada de gas de amostras de forragens incubadas in vitro sobre efeito dos
meios de incubagdo antibidtico (Ab); antifingico (Af); controle positivo (C+) e controle negativo
(C-). Diferencas nas letras estabelece diferengas nas médias de volume de gas entre 0os meios de
incubacdo dentro do mesmo horério. E.P.M: 12.06.

DISCUSSAO

Os resultados do primeiro experimento obtidos com as variaveis degradabilidade da
MS e da FDN, grau de aderéncia microbiana e atividade enzimatica no residuo de incubacéo
demonstraram que nas primeiras 24 horas de incubacéo a participacdo dos fungos foi pouco
significativa, enquanto as populacGes bacterianas desempenharam papel importante na
degradacéo das forragens, independente do substrato avaliado. A melhor compreenséo sobre
como ocorre a colonizagdo microbiana ao longo do tempo é considerado um ponto decisivo
no processo de degradacdo dos tecidos vegetais pelos microrganismos ruminais, contribuindo
assim para identificar os aspectos que limitam a eficiéncia do funcionamento do rdmen
(EDWARDS et al., 2008).
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A maior digestibilidade da FDN observada no Azevém em relacdo ao feno de tifton
pode ser atribuida a diferencas anatdmicas e estruturais entre gramineas C3 e C4. Gramineas
temperadas (C3) normalmente contem menor proporcdo de tecidos lentamente degradados
como bainha parenquimatica do feixe e células da epiderme e maior proporcéo de tecidos
rapidamente degradaveis como celulas do mesofilo, quando comparadas as folhas de
gramineas tropicais (C4) (AKIN, 1989). A qualidade da forragem esta associada a fatores
relacionados a quantidade de parede celular e a habilidade dos microrganismos ruminais em
degradar componentes especificos da parede celular.

Os valores similares obtidos entre os meios contendo bactérias e fungos e os
contendo apenas bactérias podem estar relacionados a diferencas nos mecanismos utilizados
para iniciar a adesdo as particulas de forragens e a eficiéncia com que fungos e bactérias
degradam os componentes da parede celular vegetal. As particulas de forragens ingeridas séo
localizadas pelos zodsporos em resposta a fatores quimiotaticos como a presenca de actcares
solGveis. ApoOs encontrar o tecido vegetal os zoosporos podem se aderir, realizar o
encistamento e germinacgédo, seguido pela penetracdo dos rizoides dos fungos pelo tecido
vegetal (ORPIN e JOBLIN, 1997).

Em contra partida, as bactérias ruminais utilizam rapidamente os agucares solUveis
de forragens. Estudos avaliando a dinamica da colonizacdo a forragens indicaram que as
bactérias iniciam o processo de colonizacdo entre 5 minutos ap6s a entrada do alimento no
ramen (EDWARDS et al., 2007). Adicionalmente, a disposic¢do das células de mesoéfilo das
gramineas C3; e C, também contribui para diferencas na eficiéncia com que as bactérias
degradam as forragens. As células dos mesofilos das gramineas Cs encontram-se mais
dispersas e espacadas, permitindo que 0s microrganismos penetrem com uma maior
velocidade no tecido das folhas e proporcionando uma digestdo mais rapida em relacdo as C,
(CARVALHO et al., 2008).

Para compreender a participacdo dos microrganismos aderidos as particulas na
degradacédo das forragens foram realizadas as estimativas por meio do uso dos marcadores
N, fosfato e DNA microbiano. O N*° é um marcador externo empregado em estudos in vitro
(CARRO e MILLER, 2002) por apresentar vantagens como ser incorporado por todos os
microrganismos ruminais; a auséncia enriquecimentos em N*° superiores a abundancia natural
(0,3663) nos alimentos ofertados aos animais e pelo fato da determinacdo do N*° por
espectrometria de massas ser uma analise alta precisdo e exatiddo (CARRO, 2001). No
entanto os dados obtidos com o N** em nosso estudo apresentaram alta variabilidade, néo

sendo observado o efeito de meio de incubagéo e forragem.
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Ao se analisar as concentracfes de fosfato nos residuos foi observado uma
diminuicdo na quantidade de microrganismos aderidos nos meios controle positivo e Ab
quando comparados com o0 meio controle negativo. Estes resultados indicam uma maior
quantidade de microrganismos presentes nesses dois meios, apresentando assim coeréncia
com os resultados obtidos com a degradabilidade da MS e da FDN. No entanto, 0 uso de
marcadores microbianos tradicionais como os empregados neste estudo ndo é capaz de
detectar diferencas nas biomassas de microrganismos aderidos, uma vez que ndo Sao
especificos para fungos ou bactérias.

Ao se avaliar a atividade da xilanase no tempo fixo de 24 horas, as médias nos meios
com bactérias e fungos e os contendo somente bactérias foram similares e superiores ao meio
contendo apenas fungos. Este resultado pode estar associado ao fato dos microrganismos
apresentarem taxas de crescimento diferentes e ao ciclo de vida mais complexo dos fungos. O
tempo de geracdo dos fungos ruminais pode variar de 24 a 30 horas (BAUCHOP, 1981).

No segundo experimento, a producdo de gas ao longo de 72 horas nos meios
contendo bactérias e fungos e os contendo somente bactérias em média foram similares e mais
altas em relacdo aos meios contendo somente fungos para as duas forragens avaliadas. Este
resultado indica as bactérias permanecem desempenhando o papel principal na degradacédo da
fibra, mesmo em periodos mais longos de incubacdo. No entanto, ao se aumentar o tempo de
incubacdo das amostras foi possivel observar diferenca na participacdo dos fungos entre as
duas forragens ao longo das 72 horas.

Diferente do que ocorreu no Azevém onde nao foi observada diferenca ente 0s
meios Ab e controle positivo, nas amostras de feno Tifton, a partir de 24 horas de incubacgéo
as médias de producdo de gas no meio contendo fungos foi maior que o meio no qual
bactérias e fungos foram removidos. As gramineas C, possuem uma maior propor¢do de
feixes vasculares nas folhas, com nervuras centrais lignificadas e consequentemente uma
maior quantidade de tecidos com menor digestibilidade (CARVALHO e PIRES, 2008),
resultado a importancia do papel dos fungos ruminais na degradacdo de materiais mais
lignificados.

Os resultados do segundo experimento indicam que os fungos quando comparados as
bactérias, necessitam de um tempo maior para degradar os substratos. BORNEMAN et al
(1989) avaliaram a atividade enzimatica de 5 de culturas puras de fungos ruminais incubados
com Cynodon dactylon e verificaram que a concentracao inicial de xilanase variou entre 24 e

48 horas e foi atingiu seu maximo apo6s 96 horas de incubacdo. A retencéo das particulas de
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alimentos no ramen por periodos mais prolongados também é importante para permitir que 0s
fungos possam se aderir as particulas de alimento (MCALLISTER et al., 1994).

Os dados relativos ao meio sem fungos e bactérias demostraram que a adicdo de
solucBes contendo antibidticos e antifingico fez com que a maior parte das populacbes
associadas as particulas fosse eliminada, permanecendo apenas 0s protozoarios. A
participacdo isolada dos protozoarios ndo resultou em progresso na degradacao das forragens.
Lee et al., (2000) avaliaram as contribuigdes relativas de cada populagdo microbiana e suas
interagBes na degradagdo in vitro de feno de Déctilo. Os autores relataram que ao atuarem
sozinhos, os protozoarios ndo foram capazes de absorver as grandes particulas insollveis do
alimento e a atividade da enzima xilanase ndo apresentou aumento na liberagcdo de acUcares
redutores ao longo do tempo, ao contrario das outras fracBes. Esses resultados enfatizam a
importancia da aderéncia de bactérias e fungos as particulas na degradacdo de alimentos com
altos teores de fibra.

Os resultados obtidos neste estudo auxiliaram na compreensdo sobre a participacdo
de bactérias e fungos na degradacdo das forragens. Fatores relacionados a estrutura
anatbmica das forragens podem estar responsaveis pela diferenca na atuacdo desses
microrganismos na degradacdo das forragens. O uso de novas técnicas biomoleculares como
as de sequenciamento do DNA utilizadas para avaliar a dindmica das populacdes microbianas
do rimen (FERNANDO et al., 2010; MONTEILS et al., 2011) poderiam auxiliar na
identificacdo e quantificacdo de espécies especificas de bactérias e fungos envolvidas na

degradacdo de forragens.

CONCLUSOES

Em um tempo fixo de 24 horas de incubacdo in vitro as bactérias foram
determinantes na degradacdo das forragens e funcdo dos fungos foi pouco significativa. Em
periodos mais longos de incubacédo (i.e. 72 horas) as bactérias permanecem desempenhando
um papel mais importante na degradacdo das forragens o qual, contudo, foi potencializado
pelos fungos. Adicionalmente, a participacdo dos fungos foi maior na degradacao da forragem

de menor digestibilidade.
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5 DISCUSSAO GERAL

A habilidade com que os microrganismos ruminais realizam degradagédo de
carboidratos fibrosos é uma area estudo de grande importancia na nutricdo de ruminantes,
principalmente em sistemas de producdo com dietas a base de volumosos. Dessa forma,
identificar fatores e mecanismos que interferem na funcdo dos microrganismos fibroliticos
ruminais podem auxiliar na elaboracdo de estratégias nutricionais que aumentem eficiéncia
com que os carboidratos fibrosos sdo degradados no ramen.

O rdmen é composto por uma populacdo microbiana diversa, onde bactérias e fungos
sdo 0s principais microrganismos envolvidos na degradacao da fibra. No entanto é dificil de
se estimar de forma a precisa a contribuicdo especifica de cada grupo microbiano, devido a
dificuldades em realizar a separacdo de cada grupo de microrganismos no rimen e de se
medir a biomassa de fungos ruminais com precisao (LEE et al, 2000).

Para que a degradacdo das forragens ocorra € necessario que ocorra uma etapa inicial
de aderéncia dos microrganismos as particulas insoltveis (MCALLISTER, 1994). Contudo,
ndo existe um método que seja considerado como padrdo para estimar aderéncia microbiana
em amostras de alimentos, de forma que varias metodologias tém sido utilizadas para
quantificar o total de microrganismos aderidos.

No primeiro capitulo deste trabalho estdo apresentados os resultados do estudo que
avaliou o potencial dos marcadores N*°, purinas, fosfato e atividade da enzima xilanase para
estimar aderéncia microbiana a particulas de forragens, utilizando como padrdo a
digestibilidade das forragens avaliadas. Os resultados obtidos indicaram que purinas e fosfato
foram os marcadores que apresentaram correlacdo com a digestibilidade da matéria seca e da
FDN.

Os resultados satisfatorios obtidos com fosfato e purinas indicam que estes marcadores
podem ser para estimar aderéncia microbiana a particulas de forragens. No entanto, o fosfato
apresenta vantagem em relacdo as purinas, em funcdo dos procedimentos analiticos mais
simples como o método proposto por Fiske & Subbarow (1925) utilizado neste estudo.

No segundo capitulo deste trabalho foi avaliado o papel de bactérias e fungos ruminais
na degradacéo in vitro de forragens. Os resultados indicaram que tempo fixo de 24 horas, ndo
foi observada diferenca entre as médias de degradacdo das forragens dos meios contendo
bactérias e fungos em relacdo ao meio contendo apenas bactérias, sendo superiores a0 meio
que continham apenas fungos e 0 meio onde os fungos e bactérias foram inibidos pela adi¢do

de antibidticos e antifungico. Para compreender o envolvimento das populacdes aderidas nos
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resultados de degradabilidade foram utilizados os marcadores N*°, fosfato e DNA para
realizar a estimativa do total de microrganismos aderidos aos residuos de incubacéo. Entre 0s
marcadores utilizados o fosfato foi o que apresentou relacéo direta com a degradabilidade. Os
resultados obtidos no tempo fixo de 24 horas indicaram que as bactérias desempenharam o
papel mais importante na degradacao das forragens, enquanto que o envolvimento dos fungos
foi pouco significativo.

Ao se avaliar a producdo de gas ao longo de 72 horas de incubacédo, foi observado
efeito de meio de incubacgéo, forragem e tempo de incubagdo. Os resultados indicaram que
tanto para Azevém quanto o feno de Tifton as bactérias continuaram exercendo o papel mais
significativo, no entanto foi possivel identificar a participacdo dos fungos na degradacéo,

sendo este resultado mais evidente para o feno de Tifton.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do primeiro estudo demonstraram que fosfato e purinas podem ser
utilizados como marcadores de aderéncia microbiana a particulas de forragem. Contudo, o
fosforo foi mais sensivel em detectar diferencas entre espécies forrageiras e utiliza
procedimento analitico mais simples do que purinas.

Os resultados do estudo avaliando fungdo dos microrganismos ruminais na
degradacédo de forragens indicaram que em um tempo fixo de 24 horas de incubacdo in vitro
as bactérias foram determinantes na degradacdo das forragens e nao foi observado funcéo dos
fungos. Em periodos mais longos de incubacdo (i.e. 72 horas) as bactérias permanecem
desempenhando um papel mais importante na degradagdo das forragens o qual, contudo, foi
potencializado pelos fungos. Adicionalmente, a participacdo dos fungos foi maior na

degradacdo da forragem de menor digestibilidade.
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