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Galadriel:

Mithrandir... Why the Halfling?

Gandalf:
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what | have found. I've found it is the small
things, everyday deeds of ordinary folk that
keeps the darkness at bay. Simple acts of
kindness and Ilove. Why Bilbo Baggins?
Perhaps it is because | am afraid... and he gives
me courage.

The Hobbit - An Unexpected Journey
(Adaptado da obra de J. R. R. Tolkien)



RESUMO

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

AUTOR: Dérick Cantarelli Rosler
ORIENTADOR: Gilberto Vilmar Kozloski

O estudo foi conduzido para avaliar o papel interativo de bactérias e fungos na
degradacdo de forragens C3 e C4 in vitro. Amostras secas e moidas (1 mm) de
Cynodon spp. (Tifton 85) e Lolium multiflorum Lam. (Azevém) foram pesadas (1,5 g) em
triplicata em frascos de 160 mL e incubadas in vitro por 48 h em meio (50 mL tampé&o +
50 mL inéculo ruminal) contendo ou ndo substancias antimicrobianas. Uma mistura de
penicilina, cloranfenicol e estreptomicina (500 mg/L de cada) foi usada como antibiotico
e a cicloheximida (50 mg/L) foi usada como antifingico. As fermentac¢des in vitro foram
conduzidas anaerobicamente em sistema de agitagéo lenta em banho-maria a 39°C. Os
tratamentos foram: antibiético (F), antifangico (B), controle positivo (BF+, sem
antimicrobianos) e controle negativo (BF-, com antimicrobianos). Foram realizados trés
ensaios para cada forragem e, em cada ensaio, o volume de gas foi medido as 3, 6, 9,
12, 24, 36 e 48 horas de incubacdo. Para 24, 36 e 48 horas, houve uma triplicata de
frascos de cada tratamento, no qual o residuo sélido teve seu DNA extraido. O DNA de
bactérias e fungos ruminais em cada tratamento e horario foi quantificado por anélise
de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qQPCR). A atividade fibrolitica de
cada tratamento, em cada tempo, foi avaliada através de incubacdo com xilano e
posterior andlise de acUcares redutores pelo método Somogyi-Nelson. Os dados da
producdo cumulativa de gas em cada frasco em cada ensaio foram ajustados a um
modelo logistico de um pool que gerou trés parametros cinéticos: producao total de gas
(V, mL ), taxa de producdo de gas (Kd,%/h) e lag time (L, horas). Os dados foram
analisados através de procedimento GLM do SAS e as médias comparadas através de
teste T Student, com valor de significancia de 5%. Bactérias ruminais possuem maior
papel sobre a degradacédo de forragens. Para tifton 85, fungos e bactérias interagiram
sinergicamente, permitindo maior degradagédo e aderéncia bacteriana. Houve menor
degradacdo e aderéncia de fungos para azevém, sendo as bactérias as principais
responsaveis pela adesdo e degradacéo desta forragem. Maior atividade fibrolitica foi
observada para tifton 85 comparado ao azevém. A interacdo de bactérias e fungos
tende a possuir maior atividade fibrolitica, ndo houve diferenca entre as populacbes
isoladas quanto a producdo de enzimas. Os resultados deste estudo contribuem para
um melhor entendimento da atividade de fungos no riamen, bem como sua interacao
com a populacao bacteriana sobre a degradacao de forragens.

Palavras-chave: Aderéncia. Cynodon sp. Lolium multiflorum. gPCR. Microrganismos.
Rumen.



ABSTRACT

THE ROLE OF RUMINAL BACTERIA AND FUNGI ON FORAGE
DEGRADATION IN VITRO

AUTHOR: Dérick Cantarelli Rosler
ADVISOR: Gilberto Vilmar Kozloski

The study was conducted to evaluate the interactive role of bacteria and fungi on the
degradation of forages C3 and C4 in vitro. Dry and ground (1 mm) samples of Cynodon
spp. (Tifton 85) and Lolium multiflorum Lam. (Azevém) were weighed (1.5 g) in triplicate
in 160 mL flasks and incubated in vitro for 48 h in medium (50 mL buffer + 50 mL
ruminal inoculum) containing or not antimicrobial substances. A mixture of penicillin,
chloramphenicol and streptomycin (500 mg/L each) was used as an antibiotic and
cycloheximide (50 mg/L) was used as antifungal. In vitro fermentations were carried out
anaerobically in water-bath slow-stir system at 39 °C. The treatments were: antibiotic
(F), antifungal (B), positive control (BF+, without antimicrobials) and negative control
(BF-, with antimicrobials). Three replicate assays were performed for each forage and, in
each assay the gas volume was measured at 3, 6, 9, 12, 24, 36 and 48 hours of
incubation. For 24, 36 and 48 hours there was a three replicate of flasks of each
treatment, which the solid residue had its DNA extracted. The DNA of bacteria and
rumen fungi at each treatment and hour was quantified by Polymerase Chain Reaction
real time (qQPCR) analysis. The enzymatic activity of each treatment, at each time, was
evaluated through incubation with xylan and subsequent analysis of reducing sugars by
the Somogyi-Nelson method. Data of cumulative gas production in each flask in each
assay was fitted to an one-pool logistic model which generated three kinetic parameters:
total gas production (V, mL), rate of gas production (Kd, %/h) and lag time (L, hours).
The data were analyzed using the GLM procedure of the SAS and the means compared
using the T Student test, with a significance value of 5%. Ruminal bacteria had the
greater role in the degradation of forages. For tifton 85, fungi and bacteria interacted
synergistically and allowed greater degradation and bacterial adherence. There was
poor degradation and adherence of fungi to azevém, and bacteria was the main
responsible for the adhesion and degradation of this forage. Greater enzymatic activity
was observed for tifton 85, compared to azevém. The interaction of bacteria and fungi
tends to have greater enzymatic activity and there was no difference between isolated
populations about the production of enzymes. The results of this study contribute to a
better understanding of the activity of fungi in the rumen, as well as its interaction with
the bacterial population on the degradation of forages

Keywords: Adherence. Cynodon sp. Lolium multiflorum Lam. gPCR. Microorganisms.
Rumen.
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1 INTRODUCAO

As gramineas forrageiras sdo os principais componentes da dieta dos animais
na maior parte dos sistemas de producao de ruminantes (HACKMANN e SPAIN, 2010).
A sua degradacdo e utilizacdo no rimen depende primariamente da aderéncia dos
microrganismos presentes nesse compartimento as particulas de forragem
(MCALLISTER, 1994).

Varias espécies de bactérias ruminais que degradam fibra ja foram previamente
identificadas e a maior parte dos estudos que visam avaliar os mecanismos e fatores
que afetam a atividade fibrolitica no rimen foram focados na atividade bacteriana
(STEWART et al. 1997; MIRON et al. 2001; CHENG et al. 2017). Contudo, embora com
biomassa bem menor que as populacdes de bactérias (ORPIN e JOBLIN, 1997), vérias
espécies de fungos que também habitam o rimen parecem ser mais eficientes em
degradar particulas fibrosas (BAUCHOP, 1979; LEE et al. 2000; JOBLIN et al. 2002).
Estudos prévios identificaram que os fungos ruminais atuam expressivamente sobre
particulas pouco digestiveis e lignificadas. Sua alta capacidade de degradacdo ocorre
devido ao rompimento fisico da parede celular vegetal por parte de sua estrutura de
adesao a fibra, sendo capaz de degradar por¢cdes pouco digestiveis de caules e folhas
(AKIN, 1988; AKIN e BORNEMANN, 1990; BAUCHOP, 1979). Microrganismos ruminais
ainda se diferem quanto a adesdo e degradacdo dos tecidos da parede celular vegetal
de gramineas tropicais (C4) e temperadas (C3) (AKIN, 1980). Além da degradacéo
fisica, fungos produzem enzimas de grande capacidade catalitica que impactam na
degradacéao da fibra e tecido lignificado (PAUL et al. 2004; 2010).

Existe divergéncia na literatura sobre a interacdo de bactérias e fungos no
rimen. A reproducdo e a atividade enzimatica de fungos ruminais podem ser inibidos
devido presenca de bactérias (AKIN, 1987; BERNALIER et al. 1993; DEHORITY e
TIRABASSO, 2000), porém, a auséncia dos fungos parece ndo impedir a atuacao
destes microrganismos (WINDHAM e AKIN, 1984). A sinergia dos fungos com bactérias
ocorre entre determinadas espécies e possibilita maior degradacdo da celulose que
seus cultivos isolados (BERNALIER et al. 1992), a interagdo com microrganismos

metandgenos (Archaea) possibilita aumento da biomassa de fungos, maior atividade
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enzimatica e degradacdo da celulose (FONTY e JOBLIN, 1991; ORPIN e JOBLIN,
1997).

Métodos para quantificacdo dos microrganismos aderidos a fibra tém sido
amplamente utilizados, dentre eles os métodos de microscopia eletrénica, uso de
marcadores internos e externos, contagem visual e método “numero mais provavel”
(AKIN, 1983; 1986; MEZZOMO, 2018; OBISPO e DEHORITY, 1992; ORPIN, 1975;
1977). A maioria destes métodos baseia-se na contagem visual de microrganismos e
por isso estdo sujeitas a erro humano. O método molecular Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), envolvendo o gene 16S/18S rRNA, permite quantificar o DNA de
microrganismos aderidos ao substrato através de primers especificos, ndo havendo a
necessidade de procedimentos prévios para sua remoc¢ao das particulas do alimento
(TAJIMA et al. 2001). Os autores Edwards et al. (2007; 2008) gquantificaram com
precisdo bactérias e fungos ruminais aderidos a forragem fresca através do método
quantitativo da Reagédo em Cadeia da Polimerase (QPCR).

Com isso, o presente estudo busca avaliar através de gPCR a quantidade de
bactérias e fungos ruminais aderidos a particulas, suas interacdes e efeito destas sobre

a degradacéao de forragens C3 e C4.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARACTERIZACAO DO AMBIENTE RUMINAL

O trato gastrintestinal superior de herbivoros ruminantes € composto por quatro
camaras destinadas a degradacdo alimentar, ramen, reticulo, omaso e, o estbmago
verdadeiro, abomaso. As trés camaras pré-estomacais sao responsaveis pela
fermentacdo anaerdbica do alimento ingerido bem como absorcdo de varios de seus
produtos. O rimen caracteriza a maior das camaras fermentativas e pode ocupar 2/4 do
lado esquerdo da cavidade abdominal, com volume de até 200 litros em um grande
ruminante. A superficie interna do rGmen € revestida por uma mucosa composta de
papilas que atuam como 6rgao de absor¢cédo dos produtos da fermentacédo (HILL, 1988;
HOFMANN, 1988). O pH ruminal, em condi¢cdes normais, varia de 5,5 a 6,9, enquanto
sua temperatura se mantém em cerca de 39°C (CHOUDHURY et al. 2015). A
fermentacdo pré-gastrica realizada por estas camaras, bem como -caracteristicas
anatbmicas e quimicas permitiu o eficiente uso de carboidratos estruturais de plantas
como fonte de energia e de compostos nitrogenados como fonte proteica, possibilitando
adaptacdo dos ruminantes as mais diversificadas condigdes terrestres (VALADARES
FILHO e PINA, 2011).

A fermentacdo ruminal ocorre devido atuacdo de microrganismos anaerébicos
presentes no ramen, estes ao degradarem o alimento produzem, dentre outras
substancias, acidos graxos volateis (AGV’s), tais como acetato, propionato e butirato,
que serdo absorvidos pela parede ruminal, adentrando a corrente sanguinea dos
ruminantes e servindo como fonte de energia. Evidentemente, 0s ruminantes e seus
microrganismos possuem uma benéfica relacdo de simbiose (HUNGATE, 1966). A
microbiota ruminal € composta por trés grandes populacdes: bactérias, protozoarios,
fungos e microrganismos Archaea. As bactérias se encontram em maior nimero (10*%*!
por grama) e ultrapassa mais de 200 espécies ja conhecidas, a segunda maior
populacédo € detida pelos protozoarios (10*° por grama) que se dividem em 25 géneros,
enquanto os fungos ruminais se dividem em 6 géneros e compdem a terceira maior

populacéo (10%*° por grama) (CHOUDHURY et al. 2015). A degradacdo do alimento
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presente no ramen ocorre através de enzimas produzidas por estes microrganismos
(ASCHENBACH et al. 2011), sendo essencial que para ac¢do das enzimas fibroliticas
gue a microbiota do rimen se encontre aderida a particulas do alimento, onde além da
producao de AGV’s produzirdo gases como didxido de carbono (COy), gas que serve
como precursor de metano (CH,), produzido pelos microrganismos Archaea (RUSSEL e
HESPELL, 1981).

Protozoarios sédo responsaveis pelo controle populacional de microrganismos
através de uma relacdo de predacdo entre espécies, porém, € estabelecido que sua
auséncia no ambiente ruminal ndo possui relevancia significativa ao hospedeiro
ruminante, ndo havendo consenso sobre a importancia real deste microrganismo
(MORGAVI et al. 2010; WILLIAMS e COLEMAN, 1997). A presenca de protozoarios no
rimen aumenta a producdo total de AGV’s e digestibilidade da fibra quando
carboidratos estruturais formam a base da dieta (BELANCHE et al. 2011), contudo,
ainda néo se faz claro se o incremento da digestibilidade da fibra pode ser atribuido aos
protozoarios ou a sinergia entre todos os microrganismos (CHAUDHARY et al. 1995),
ainda que haja atividade enzimatica por parte dos protozoarios, estes se encontram
pouco aderidos a particulas de plantas (MARTIN et al. 1993; COLEMAN, 1985).

2.2 CARACTERIZACAO DAS POPULACOES DA MICROBIOTA RUMINAL

2.2.1 Bactérias ruminais

Bactérias ruminais possuem formatos de bacilo ou cocos e 0,5 a 2,0 um de
diametro e 1,0 a 6,0 um de comprimento. Sdo classificadas quanto ao tipo de parede
celular, onde as gram-positivas possuem uma membrana externa simples, protegida por
uma espessa camada glicopeptidica, enquanto bactérias gram-negativas possuem
duas membranas externas interligadas por uma camada menos espessa de
glicopeptideos (KOZLOSKI, 2011).

Visto que as bactérias possuem maior quantidade populacional e que a
associacao a fibra é central na degradacéo, pode-se classificar estes microrganismos

como: 1) bactérias livres no ambiente ruminal, 2) pouco aderidas a particulas de
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alimento, 3) fortemente aderidas a particulas do alimento, 4) bactérias ligadas ao
epitélio ruminal, 5) bactérias em adesdo a fungos e protozodrios ruminais (CHENG e
COSTERTON, 1980; MCALLISTER et al. 1994). Dentro de condicbes normais de
alimentacdo, a populacdo bacteriana no ramen associada as particulas de alimento
pode ocupar cerca de 75% do total da microbiota ruminal (CRAIG et al. 1987). Em
geral, observa-se que espécies bacterianas que degradam carboidratos fibrosos tém
maior grau de afinidade pelos substratos (menor concentracdo de substrato €
necessaria para alcancar taxas de crescimento relativamente altas) bem como um custo
energético de manutencdo cerca de trés vezes menos que bactérias ndo-fibroliticas
(KOZLOSKI, 2011), o que explica a predominancia de determinadas espécies em uma
dieta rica em fibra e de menor degradabilidade.

Bactérias ruminais que utilizam os polissacarideos estruturais da parede celular
vegetal (fibroliticas) incluem principalmente espécies como Prevotella ruminicola,
Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus,
Butyrivibrio fibrisolvens, e em menor quantidade, Eubacterium cellulosolvens. Os
produtos originados desta degradacéo, além dos ja citados anteriormente, sdo formato,
succinato, etanol e lactato. O hidrogénio (H,) pode ser captado pelo grupo de
microrganismos Archaea, principalmente Methanobrevibacter sp. e Methanobacterium
sp. para producao de CH,; (RUSSEL e HESPELL, 1981; STEWART et al. 1997).

2.2.1.1 A degradacao da fibra pelas bactérias ruminais

O primeiro passo para a degradacdo de um alimento no rimen é a aderéncia e
colonizacdo das particulas vegetais pelas células bacterianas. Este processo é
estabelecido através de matrizes compactas de populagfes bacterianas aderidas entre
si e a superficie da particula, estas denominadas biofilmes (KOZLOSKI, 2011).

De acordo com Cheng e Costerton (1980), a aderéncia a fibra ocorre
principalmente através de uma estrutura denominada glicocdlix, esta que estabiliza a
ligacdo microrganismo-particula através das enzimas associadas a sua estrutura. O
processo de aderéncia e digestdo é progressivo e sequencial, a ruptura da parede

celular vegetal e proliferacdo das bactérias formando o biofilme depende n&o so6 de sua
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composi¢cdo quimica como também da capacidade de adesdo destes microrganismos.
Além das colbnias iniciais de bactérias, outras espécies com mesma afinidade de
substrato podem se aderir ao glicocalix da primeira espécie, formando um consércio
bacteriano de modo que uma populagédo distinta e em camadas seja construida. Ao
estudar as bactérias aderidas a particulas, Czerkawski (1980) demonstrou que parte
das bactérias se move entre o fluido ruminal e as particulas de alimento, apresentando
diferentes niveis de adesdo. Também se verificou uma maior atividade enzimatica em
bactérias mais fortemente aderidas. O tempo necessario para que a colonizacao
bacteriana a células vegetais ocorra geralmente é de cerca de 5 minutos, ainda que
esta primeira adesdo a fibra vegetal ocorra sem especificidade de espécies pelo
substrato por até 30 minutos (EDWARDS et al. 2007).

A formacdo do biofilme (figura 1) comeca com a aderéncia de bactérias a
superficie celular vegetal pelo glicocdlix, estas se multiplicam produzindo células irmas
e entdo passam a produzir enzimas digestoras que atacam o substrato até entédo
insoltvel, formando espacos ja degradados e liberacdo de nutrientes solaveis, os quais
atraem um segundo grupamento de bactérias que dependem da liberacdo de
substratos das primeiras espécies colonizadoras da particula. Algumas espécies deste
segundo grupamento se fixam ao glicocalix das bactérias ja aderidas, ato que acaba
recobrindo a particula de alimento, formando o biofilme. Dentro do biofilme ocorre
concentracdo de nutrientes e repasse a outras bactérias, além disso, a formacédo do
biofilme evita a acdo de bacteriéfagos presentes no rimen e predacao por parte dos
protozoarios. Quando a particula vegetal é totalmente digerida, as bactérias se
encontram novamente livres para colonizar particulas recém-chegadas ao rumen.
Bactérias aderidas a particulas que passam ao resto do trato gastrintestinal servirdo de
fonte de carboidratos e aminoacidos ao animal hospedeiro (MCALLISTER et al. 1994;
KOZLOSKI, 2011).
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Particula
de alimento

Bactéria

Figura 1 - Representagdo do consdrcio microbiano e formagdo do
biofilme sobre a superficie de particulas de alimento. (A)
bactérias associadas aleatoriamente. (B) bactérias
aderidas através de glicocalix e proteinas de ligacdo que a
acompanham. (C) Bactérias se dividem para produzir
células irmés e espacos provenientes da digestdo se
tornam visiveis na superficie da particula alimenta. (D)
Bactérias adicionais (segundo grupo) combinadas com
colonizadoras primarias formando biofiime. (E) Partes do
biofime se dissociam das particulas de alimento. (F)
Outras por¢fes permanecem aderidas e passam do ramen
para o trato digestivo inferior. Adaptado de McAllister et al.
(1994).

Embora enzimas celulases sejam limitadas a serem produzidas por alguns
microrganismos, os produtos da hidrélise de celulose colaboram para o crescimento de
varias espécies que sdo incapazes de uséa-la diretamente. Muitos produtos da
degradacdo da parede celular vegetal podem servir para crescimento de outras
espécies, como por exemplo, bactérias aminoliticas. O crescimento bacteriano a partir
do uso de produtos hidrolisados depende da taxa de transporte para o interior da célula
bacteriana e sua taxa de conversdao em produto, bem como um pool de enzimas com
alta afinidade pelo substrato. Diferencas na capacidade das enzimas bacterianas e
transporte intracelular podem ter significativa influéncia sobre a composicdo da
comunidade microbiana do biofilme (WOLIN e MILLER, 1997).
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2.2.1.2 Celulossoma: o complexo multienzimatico bacteriano

As enzimas provenientes dos microrganismos ruminais Sao necessarias para
hidrolise dos polimeros que formam a parede celular vegetal. Mais de 85% da atividade
de celulase, hemicelulase e glicosidase estdo ligadas a fracdes da digesta, sendo
bactérias celuloliticas e hemiceluloliticas firmemente aderidas ao material vegetal
(WILLIAMS e STRACHAN, 1984). Além de celulases e hemicelulases, enzimas
xilanases e glucanases sdo encontradas em varias espécies fibroliticas (CHESSON e
FORSBERG, 1997).

Bactérias ruminais possuem estruturas em sua superficie que comportam uma
série de enzimas atuantes na degradacao da célula vegetal, este conjunto de estruturas
€ denominado celulossoma e foi descrito pela primeira vez por Edward Bayer em
bactérias celuloliticas Clostridium thermocellum (BAYER et al. 1983). A importancia do
celulossoma foi demonstrada por Stewart et al. (1990) quando células de
Ruminococcus flavefaciens com protuberancias em sua superficie permitiram
degradacdo da celulose presente no algodao e crescimento bacteriano. O celulossoma
e todas suas estruturas especializadas na adesdo e degradacédo a fibra sdo quem déao
as bactérias fibroliticas a vantagem adaptativa na degradacéo de tecido fibroso, visto
que cada espécie bacteriana tem diferentes composic¢des de celulossoma (MIRON et al.
2001)

Pode-se entender o celulossoma (figura 2) como um conjunto de unidades
interligadas, sendo a principal delas denominada escafoldinas. A escafoldina primaria é
uma grande proteina integradora de enzimas, sua estrutura € composta por uma série
de estruturas menores denominadas coesinas (geralmente em moédulos de mdultiplas
copias) que incorporam as enzimas a escafoldina principal (escafoldina priméaria). Para
a ligacdo enzima-coesina-escafoldina, um modulo complementar denominado
dockerina se faz presente em cada uma destas enzimas, este que se acopla aos
modulos de coesina em um sistema chave-fechadura. A escafoldina priméaria ainda
conta com um modulo de ligacdo a celulose chamado CBM (carbohydrate/celulose-
binding module). Outras escafoldinas podem desempenhar papel relevante na estrutura

do celulossoma, a escafoldina de ancoragem, por exemplo, realiza a fungédo de manter
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toda a estrutura do celulossoma presa a superficie celular bacteriana. O médulo SLH
(S-layer homology) caracteriza uma escafoldina de ancoragem, ligando-a a superficie
celular bacteriana. A ligacdo entre escafoldinas € dependente também da ligacao
coesina-dockerina. A escafoldina adaptadora, compondo outro grupo funcional,
efetivamente multiplica o nimero de enzimas possiveis de serem incorporadas no
complexo do celulossoma. A razdo pelo qual uma grande variedade de enzimas €
produzida pode ser explicada pela composicdo de polissacarideos da parede celular
vegetal, sendo necessarias diversas enzimas para sua degradacdo (BAYER et al.
2004).
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Figura 2 — Representacdo esquematica e disposi¢do sobre a superficie
celular bacteriana de um celulossoma, neste caso do
celulossoma da bactéria Acetivibrio cellulolytics. O conjunto
de enzimas é incorporado a escafoldina primaria por suas
coesinas interagindo com as dockerinas. A escafoldina
adaptadora amplia a capacidade de suporte de enzimas. O
modulo SLH presente na escafoldina de ancoragem realiza a
aderéncia do celulossoma a superficie celular bacteriana. O
CBM presente na escafoldina primaria encontra e conecta
toda estrutura do celulossoma ao substrato de celulose.
Adaptado de Bayer et al. (2004).
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Coesinas e dockerinas s&o compostas por conjuntos de dezenas de
aminoécidos, a interac@o coesina-dockerina € a base fundamental para a montagem do
complexo do celulossoma, esta ligacdo ndo covalente € uma das mais fortes presentes
na natureza (ANDRADE, 2017; ARTZI et al. 2016; NASH et al. 2016). Estudos recentes
demonstram que o celulossoma também atua na degradacdo da hemicelulose, quitina e
pectina, devido seu conjunto multienzimético. Porém, ainda existe muito a ser
descoberto a respeito de sua estrutura, funcéo, regulacdo e mecanismos de acéo (DOI
et al. 2003).

2.2.2 Fungos ruminais

Sendo os Ultimos microrganismos a serem descobertos, os fungos ruminais
(familia Neocallimastigaceae), foram por muito tempo confundidos com protozoarios
ciliados devido sua morfologia. A espécie Neocallimastix frontalis, a primeira a ser
descoberta, foi central nos primeiros estudos sobre esta populacdo e ajudou a
caracterizar a reproducéo dos fungos no ambiente ruminal, evidenciando fases ciclicas
compostas por etapas de flagelos (10 um) de vida livre, fase vegetativa (formacao de
talo e rizoide), caracterizada pela adeséo a célula vegetal, e reprodutiva (esporangio, de
5 a 30 um) (HUNGATE, 1966; ORPIN, 1975; ORPIN e JOBLIN, 1997).

Dentre os géneros de fungos ruminais, os principais sdo Neocallimastix,
Piromyces, Caecomyces, Orpinomyces e Anaeromyces (ORPIN e JOBLIN, 1997). Os
géneros podem ser divididos em grupos baseados na morfologia do talo (monocéntrica
ou policéntrica), que originard o rizoide, e morfologia de flagelos (monoflagelado ou
poliflagelado), estruturas dos fungos responsaveis pela reproducdo e adeséo a fibra
(NAGPAL et al. 2009). A tabela 1 demonstra um resumo das caracteristicas
morfolégicas dos fungos. Os produtos da fermentacdo sdao AGV’s, gases e pouca
guantidade de etanol e lactato (VAN SOEST, 1994).
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Tabela 1 - Caracteristicas morfolégicas dos géneros de fungos anaerobicos.
Descricbes  referentes a  caracteristicas  morfolégicas  mais
frequentemente observadas. Adaptado de Arcuri et al. (2011) e Paul et

al. (2018).
Género N° de flagelos Forma do zoosporo  Talo ou hifa (rizoide)
. _ _ . Abundantes e muito
Neocallimastix  Poliflagelado (7 — 17) Elipsoide N
ramificados
_ ) . Pequenos e muito
Piromyces Mono a tetraflagelado  Ovoide a piriforme N
ramificados
_ o Auséncia de sistema
Caecomyces Mono a biflagelado Esférica _ N
de hifas ramificadas
Orpinomyces Poliflagelado Ovoide Policéntrico
Anaeromyces Monoflagelado Ovoide Policéntrico

Fungos ruminais ndo possuem mitocdndria dentre suas organelas, mas sim uma
hidrogenossoma presente nas hifas e zoosporos fungicos. Esta estrutura substitui a
mitocéndria em suas funcdes, sendo uma organela voltada ao metabolismo energético,
capaz de produzir Hy, CO,, Acetato e ATP. A hidrogenossoma € uma variacdo da
mitocdndria adaptada a condicdo anaerébica (MULLER, 1993; YARLET e HACKSTEIN,
2005).

2.2.2.1 Ciclo de vida dos fungos ruminais

Zoosporos representam a fase de vida livre do ciclo de vida dos fungos, em
determinado momento, a adesdo do zodsporo a célula vegetal passa a formar talo e
rizoide, estes como sendo parte do estagio vegetativo. Com o estabelecimento da fase
vegetativa, o surgimento do esporangio (porcdo responsavel pela producédo de

zoosporos), caracteriza o estagio de multiplicacdo celular. Os rizoides originados a
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partir da adesdo e encistamento do zoosporo a fibra vegetal conseguem penetrar no
tecido com mais eficiéncia que bactérias e protozoarios ruminais, ganhando acesso a
regides da planta indisponiveis aos demais microrganismos (ORPIN e JOBLIN, 1997).

O ciclo de vida dos fungos ruminais (figura 3) deve produzir uma massa
microbiana suficiente para suprir a diminuigdo dos fungos ruminais por morte ou saida
do rimen para o restante do trato gastrintestinal (DIJKSTRA et al. 2002). Os zoOsporos
liberados no fluido ruminal buscam sua fonte de energia nos carboidratos, sendo que
carboidratos solUveis do tecido vegetal funcionam como agentes de atracdo quimica
para estes zoosporos, fixando-os a parede celular vegetal através de seus varios
receptores quimicos (atuantes sobre glicose, manose, por exemplo). Os zodsporos
atacam principalmente estdmatos, pontas laterais e tecido danificado da planta,
iniciando o estagio vegetativo. A aderéncia do zodsporo ocorre de maneira muito
rapida, cerca de 15 a 30 minutos apds incubacdo de alimento no ramen, ja as fases
seguintes (germinacdo, zoosporogénse, liberacdo do zoOsporo) que posteriormente
dardo origem e eclosdo de novos zodsporos, podem levar cerca de 8 horas,
caracterizando o tempo do ciclo de vida dos fungos (AKIN e BERNER, 1988; ORPIN,
1975; 1977). O processo de formacdo do cisto e germinacdo, em meio contendo
glicose, pode ocorrer a partir de 30 minutos da adesdo dos zodsporos, porém, baixas
concentracdes de glicose podem resultar em atraso de até 6 horas desta germinagao
(ORPIN e BOUNTIFF, 1978). Fungos podem demonstrar esporangios de tamanho
uniforme apo6s 6 horas de incubacdo in situ. Apos 24 horas de incubacgéo, esporangios
sdo encontrados nas folhas e esclerénquima das células vegetais. Apés 48 horas,
esporangios estao aderidos em tecido lignificado, esclerénquima e células vasculares
do caule. A entrada de fungos no tecido vegetal ocorre através dos estbmatos, bem
como penetram a cuticula, uma barreira estrutural rigida da epiderme da planta (AKIN
et al. 1983).
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Figura 3 - Representa¢do do ciclo de vida dos
fungos ruminais  (monocéntricos).
Adaptado de Dijkstra et al. (2002).

A dindmica de colonizacdo do material vegetal pelos fungos ruminais é mediada
pelo tempo necessario a localizar, atacar, fixar e formar um cisto sobre o tecido vegetal
(EDWARDS et al. 2008), sendo que estes microrganismos sdo capazes de hidrolisar
completamente tecido nao lignificado das plantas (mesofilo, parénquima e floema) e
degradar parcialmente tecido lignificado (xilema e anéis de esclerénquima dos caules)
(AKIN e BENNER, 1988), ja o esclerénquima das folhas é extensivamente hidrolisado
pelos fungos (AKIN et al. 1989). A maior eficiéncia na penetracdo do tecido vegetal
pode levar a uma mais r4pida e completa degradacdo das células vegetais que
adentram no rumen (BAUCHOP e MOUNTFORT, 1981), bem como o fato de realizar
degradacédo da lignina, esta, uma das mais importantes caracteristicas dos fungos
ruminais (MOUNTFORT et al. 1982).
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A colonizac¢do dos fungos no tecido vegetal se da em diferentes tempos, visto
que diferentes estagios de seu ciclo foram encontrados aderidos as por¢des menos
digestiveis de caules e lignina (BAUCHOP, 1979). Os fungos exibem uma menor taxa
ciclica de vida no ramen comparados as bactérias, e seu resultado em termos de
massa total s&o menores ainda que nao totalmente conhecidos. Comparados aos
protozoarios, por exemplo, os fungos estdo mais associados as particulas bem como
envolvidos na digestao fibrolitica. Os rizoides por eles formados podem penetrar na
parede celular vegetal e superficies lignificadas, causando ou facilitando o
desaparecimento da parede celular vegetal, sendo capazes de fermentar particulas
espessas mais rapidamente que bactérias devido a formacao de hifas que penetram na
célula (VAN SOEST, 1994).

Fungos podem ser de extrema relevancia na degradacéo de forragens tropicais,
atuando eficientemente sobre tecido fibroso e degradando a parede celular vegetal. Em
ensaios in vitro, na auséncia de bactérias, fungos foram capazes de remover cerca de
62% do material incubado (AKIN et al. 1983). Dentre forragens tropicais, o género

Cynodon é capaz de suportar maior colonizacéo de esporangios (AKIN et al 1987).

2.2.2.2 A atividade enzimatica dos fungos ruminais

Fungos ruminais também possuem celulossoma, suas dockerinas e escafoldinas
diferem das usualmente encontradas em bactérias ruminais. O celulossoma ja foi
evidenciado em géneros como Anaeromyces, Neocallimastix e Piromyces, porém
devido a falta de dados referentes a seu genoma, mais estudos sdo necessarios para
caracterizacao desta estrutura (HAITJEMA et al. 2017).

As enzimas produzidas pelos fungos tém alta capacidade na degradacdo da
lignina presente na parede celular vegetal, cerca de 33.6% da lignina presente no caule
de Sorghum sp. foi solubilizada por fungos (McSweeney et al. 1994). Diferente das
bactérias ruminais celuloliticas, fungos possuem proteases que facilitam a penetragédo
do rizoide sobre componentes proteicos da planta (Engels e Brice, 1985).

Para que os produtos oriundos da fermentacdo possam ser obtidos a partir da

degradacdo de uma planta, enzimas sdo produzidas por estes microrganismos
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ruminais, dentre elas celulase, carboxymetilcelulase (CMCase), B-glicosidase, xilanase,
B-xilanase e avicelase. Estas enzimas podem suportar pH’s de 5,5 a 7,0 quando
produzidas por fungos monocéntricos e a partir de 6,4 tratando de fungos policéntricos.
Dentre as enzimas produzidas, a atividade da xilanase se mostrou maior que as demais
enzimas quando fungos foram incubados individualmente com glicose, quando
submetidos a incubacdo com Cynodon spp. a atividade da xilanase foi sete vezes maior
que a atividade da CMCase, demonstrando a grande capacidade dos fungos na
degradacdo do xilano presente na parede celular vegetal. O pico de atividade
enzimatica dos fungos ruminais ocorre cerca de 96 horas apos inicio de uma incubacéo
in vitro para xilanase e CMCase, enquanto a avicelase passa por sua maior atividade
somente apos 120 horas de incubag¢do. Fungos monocéntricos produzem enzimas em
maior quantidade e rapidez que fungos policéntricos (BORNEMAN et al. 1989; SIROHI
et al. 2013).

Ao avaliar a atividade enzimética entre os géneros Piromyces, Neocallimastix,
Orpinomyces e Anaeromyces, Paul et al. (2010) demonstraram que 0 género
Neocallimastix foi responsével pela maior atividade das enzimas CMCase, xilanase e
avicelase, seguido sempre pelo género Piromyces, este que possuiu maior atividade de
proteases quando comparado aos demais géneros. Os géneros Orpinomyces e
Anaeromyces, sendo policéntricos, demonstraram menor atividade que os outros dois

monocéntricos.

2.2.3 A importancia da aderéncia dos microrganismos a fibra vegetal

A aderéncia dos microrganismos é essencial para a digestdo na fibra no ramen,
desenvolvimento das populagbes microbianas e possibilidade de atuacédo das enzimas
fibroliticas (MCALLISTER et al. 1994). A microbiota aderida a particulas pode
representar mais de 80% do total de microrganismos no rumen 1 hora apos contato
com o alimento (CRAIG et al. 1987). Sdo nos microrganismos aderidos a particulas que
a maior parte do ATP é produzido, Fosberg e Lam (1977) evidenciaram que 75% da

producdo de ATP provém de origem microbiana aderida ao alimento.
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Além da producéo de ATP, microrganismos aderidos a fibra sdo os responsaveis
pela maior producdo e atividade de enzimas capazes de degradar carboidratos
estruturais da célula vegetal (WILLIAMS e STRACHAN, 1984). Sabe-se que uma maior
disponibilidade de enzimas provenientes de bactérias ruminais incrementa ndo so o
consumo, mas também a degradacdo da matéria seca (DMS), atuando sobre o
crescimento microbiano e possibilitando, inclusive, uma maior producao de leite (YANG
et al. 1998; GADO, et al. 2009). Em estudo in vitro, uma maior disponibilidade de
enzimas aumentou a producédo de gas ao longo do periodo de incubacéo, bem como
aumentou a degradacdo da matéria organica (DMO) de forragens (ELGHANDOUR, et
al. 2013).

A aderéncia a carboidratos estruturais é crucial para crescimento de bactérias
fibroliticas, Gong e Forsberg (1989) ao cultivarem células mutantes de Fibrobacter
succinogenes sem a capacidade de realizar adeséo, observaram que este seria um
fator determinante na degradacao da celulose. Quando células de Ruminococcus albus
com e sem capacidade de adesdo foram expostas a celulose, a capacidade de
crescimento das células mutantes foi comprometida, bem como sua atividade
enzimatica e papel na degradacdo (MIRON et al. 1998). Ao avaliar 13 variedades
celuloliticas e 10 ndo-celuloliticas de Ruminococcus albus quanto a sua capacidade de
adesédo, Morris e Cole (1987) obtiveram adesédo entre 0 a 49% de variedades
celuloliticas e 0,8% de variedades né&o-celuloliticas aderidas. A adesdo de bactérias
fibroliticas € necessaria ndo s6 para sua propria sobrevivéncia como também para
beneficio de bactérias nédo-fibroliticas, como por exemplo, Treponema bryantii, que
utiliza de fontes de carbono provenientes da degradacédo da celulose, o consércio de
espécies colabora com aumento da DMS e producao de AGV’s (KUDO et al. 1987).

Assim como nas bactérias ruminais, a adesdo a fibra por parte dos fungos é
essencial para a degradacao do tecido vegetal. Sem adesé&o de fungos a celulose, sua
degradacéo por parte destes microrganismos nado ocorre (CHENG et al. 1991b), além
disso sua sinergia com bactérias depende da aderéncia a fibra, esta adesdo pode
assumir maior relevancia na degradacao da fibra a partir de 36 horas (ZHANG et al.

2007). Sinergia entre fungos e bactérias na degradacdo da fibra também foi
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evidenciada por Lee et al. (2000), porém, alguns autores evidenciam competicdo entre
estas populacdes (AZAD et al. 2020; DEHORITY e TIRABASSO, 2000).

As interacfes entre microrganismos aderidos é parte importante no processo de
degradacdo, a adesao a diferentes porcdes do tecido vegetal pode promover maior
degradacédo da fibra. Os fungos demonstram maior capacidade na degradacao de
caules que as préprias bactérias ruminais, quando combinados com microrganismos
Archaea, podem digerir até 30% do total incubado. Em compensacao, a por¢éo folhosa
demonstrou ser pouco atacada por fungos (JOBLIN, 2002). Além disso, o benéfico
consorcio interespécie entre microrganismos Archaea e fungos ruminais é capaz de
prover melhor degradagao e utilizagdo de xilose, bem como estimular a atividade
enzimatica fungica (JOBLIN et al. 1990).

2.3 CONSIDERACOES SOBRE OS TECIDOS DA PAREDE CELULAR VEGETAL
DE GRAMINEAS TEMPERADAS E TROPICAIS

Gramineas tropicais possuem epiderme menos degradavel pelos
microrganismos quando comparadas a gramineas temperadas. O mesofilo situado
abaixo da epiderme permite maior espaco intercelular em gramineas temperadas,
permitindo maior acesso as bactérias. O mesofilo € um tecido de facil digestéo presente
nas folhas, possuindo baixo teor de lignina e estando majoritariamente em gramineas
temperadas. O parénquima interfere na degradacéo da parede celular por dois motivos,
um destes € o amplo espaco ocupado por este tecido na parede celular. A segunda
razdo é a contribuicdo no desenvolvimento de uma parede celular secundéria altamente
lignificada ao passo que a maturacdo da planta ocorre, reduzindo sua degradacéo pelos
microrganismos ruminais. Gramineas tropicais apresentam maior teor de parénquima
quando comparadas com gramineas temperadas. De moro geral, gramineas
temperadas sao mais digestiveis que tropicais, a degradacdo da parede celular vegetal
€ impactada pela proporcdo de cada tecido e sua respectiva degradabilidade. Tecidos
como o esclerénquima e o xilema, formados por células de parede secundaria
espessada, sdo os que mais contribuem para a baixa qualidade da forragem (WILSON,
1993).
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3 HIPOTESES

Bactérias constituem os principais microrganismos aderidos e possuem a maior
atividade na degradacdo de particulas de forragens no ramen. Contudo, os fungos
ruminais também colonizam e contribuem de forma interativa com as bactérias para a
degradacdo das forrageiras, principalmente das gramineas tropicais, as quais sdo mais

fibrosas que as gramineas temperadas.
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4 OBJETIVOS

41 GERAL

Determinar o grau de participacdo de bactérias e fungos ruminais na biomassa

aderida e sua funcéo na degradacéo in vitro de gramineas C3 e Cj.

4.2 ESPECIFICOS

Avaliar o impacto da presenca de bactérias e/ou fungos na cinética de producao
de gases de amostras de azevém e tifton 85 incubadas in vitro ao longo de 48 horas.

Quantificar a proporcdo de DNA de bactérias e fungos aderidos as particulas de
azevém e tifton 85 apds 24, 36 e 48 horas de incubacéo in vitro.

Avaliar a atividade fibrolitica presente nos residuos de azevém e tifton 85 apds
24, 36 e 48 horas de incubacéo in vitro.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CARACTERIZACAO DO MATERIAL EXPERIMENTAL

O presente estudo utilizou amostras de azevém (Lolium multiflorum), capim-
elefante (Pennisetum purpureum), e tifton 85 (Cynodon sp.) cortados em seu estagio
vegetativo de pastagens implantadas localmente. As amostras foram secas em estufa
com ventilacdo forcada a 55°C e posteriormente moidas (peneira com porosidade de 1
mm) e conservadas para posterior anélises e incubacdes.

Os teores de matéria seca (MS) das amostras de forragem foram obtidos por
secagem em estufa a 110°C durante pelo menos 8 horas e, a matéria mineral (MM) foi
obtida pela queima em mufla a 600°C durante 4 horas. O nitrogénio (N) total foi
analisado por método Kjeldahl (método 984.13, AOAC, 1997) e o teor de proteina bruta
(PB) calculado com N x 6,25. O teor de fibra em detergente neutro (FDN) foi
determinado conforme Mertens (2002), exceto que as amostras foram pesadas em
sacos de poliéster (KOMARECK, 1993) e tratadas com detergente neutro em autoclave
a 110 °C durante 40 minutos (SENGER et al. 2008). Os teores de fibra em detergente
acido (FDA) foram determinados de acordo com AOAC (método 973.18, AOAC, 1995),
sem uso de amianto. Para obtencdo do teor de lignina (LDA), o residuo da FDA foi
tratado com solucdo de H,SO, 12 M. Os resultados das analises bromatologicas estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicéo quimica® das gramineas forrageiras utilizadas nos ensaios.

MM PB FDN FDA LDA
% na MS

Forragem

Azevém 11,0+£0,05 22,1+0,17 53,4+0,84 281+101 56+1,26
C. Elefante 11,0+0,08 13,6 +0,02 64,3+0,97 352+117 35+x042
Tifton 85 10,4+0,04 155+0,18 71,0252 374+156 6,5+1,07

'Onde: C. Elefante = Capim Elefante; MS = Matéria Seca; MM = Matéria Mineral; PB = Proteina Bruta;
FDN = Fibra em Detergente Neutro; FDA = Fibra em Detergente Acido; LDA = Lignina em Detergente
Acido. Médias dos valores seguidas do desvio-padréo.
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5.2 ENSAIO PRELIMINAR: AVALIACAO DA PROPORCAO DE INOCULO NO MEIO
DE INCUBACAO SOBRE A ADERENCIA MICROBIANA E DEGRADACAO DE
FORRAGENS INCUBADAS IN VITRO

Amostras de azevém (C3) e capim-elefante (C,), previamente secas em estufa
com circulacéo de ar forcada a 55°C e moidas em peneira de 1mm, foram pesadas (1,5
g) em triplicata de frascos de vidro transparente com capacidade de 160 mL,
posteriormente foram adicionados em cada frasco 100 mL de meio de incubacéao (Ml)
com diferentes proporcdes de in6culo ruminal (IR) e solugcdo tampéao (ST), sob fluxo
constante de CO,. As proporcdes de IR:ST testadas foram: 10:90 (T10), 20:80 (T20),
30:70 (T30), 40:60 (T40) e 50:50 (T50). A sequir, os frascos foram vedados com tampa
de borracha e inseridos em incubadora em banho-maria com temperatura de 39°C e
com agitacdo lenta e continua, onde foram mantidos por um periodo de 24 horas,
tempo que é esperado maximo grau de aderéncia microbiana no residuo de incubacao
(KOZLOSKI et al. 2008). O in6culo ruminal foi obtido de um bovino Brangus fistulado,
mantido em uma pastagem de graminea tropical, e recebendo suplementacdo com
concentrado. O inéculo ruminal foi coletado com uma mangueira plastica acoplada a um
Kitasato mantido em banho-maria com agua morna e com uso de bomba de vacuo.
Imediatamente apds a coleta o indculo foi filtrado através de dupla camada de gaze sob
injecdo continua de CO, e mantido em banho-maria a 39°C durante os procedimentos
de incubacédo. As concentracdes dos reagentes das diferentes ST estdo descritas no
Anexo I.

Foram utilizados 2 frascos brancos (sem amostra) para cada um dos niveis de
in6culo utilizados, a fim de descontar valores de producéo de gas oriundos do indculo
ruminal. Apdés o inicio da incubacdo, a avaliagdo da degradabilidade de ambas as
forragens se deu através da medicdo da producdo de gases oriunda da fermentacao
ocorrida no frasco. O volume de gas foi medido pelo deslocamento de uma solucéo
aquosa presente em uma bureta graduada (50 mL) apos insercdo no frasco de uma
agulha conectada a bureta através de uma mangueira de silicone. Os gases
acumulados na primeira hora ap6és inicio da incubacédo foram descartados a fim de

eliminar possiveis gases da fermentagdo remanescente do ambiente ruminal. Apos a
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liberacéo destes gases foi considerada a hora 0 (inicio da fermentacdo das amostras
incubadas). O volume de gases foi medido nos tempos de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24
horas de incubacédo. Ao final de 24h a incubacéo foi interrompida, e o conteddo dos
frascos de cada forragem em cada tratamento foram misturados e entdo filtrados
atraves de tecido de porosidade 40 micras. O pH do filtrado foi medido e os residuos
sélidos foram coletados e armazenados em potes plasticos em freezer a -20°C. Os
residuos foram posteriormente secos a 55°C em estufa com ventilacdo forcada e
armazenados para posterior analise. Os dados de producdo de gas acumulada nos
respectivos horéarios foram submetidos a analise de modelo logistico unicompartimental
de Schofield et al. (1994), o qual gerou trés parametros cinéticos: producéo total de gas
(mL), taxa de producdo de gas (%/h) e lag time (h). O grau de aderéncia microbiana foi
estimado com base na quantidade de fosforo (P) insolivel em detergente neutro
presente no residuo de incubacdo, cujo principio e andlise foram detalhadamente
descritos por Farenzena et al. (2013).

5.3 ENSAIO EXPERIMENTAL: IMPACTO DAS POPULACOES DE BACTERIAS E
FUNGOS NA FERMENTACAO IN VITRO DE GRAMINEAS FORRAGEIRAS

5.3.1 Incubacgdes in vitro

Baseado nos resultados do ensaio pré-experimental, 0s ensaios experimentais
foram conduzidos com proporc¢éo de indculo de 50%, que resultou em maior grau médio
de aderéncia microbiana e maior producdo de gases. Foram utilizados como material
experimental amostras de azevém (C5;) e tifton (C,).

Foram conduzidos trés ensaios in vitro para cada tipo de amostra, sendo cada
ensaio considerado uma replicata. Em cada ensaio foram incubados nove frascos para
cada tratamento, sendo que o0s procedimentos de incubacdo foram o0s mesmos
descritos anteriormente, exceto que 0s meios de incubacdo incluiram ou né&o
substancias antimicrobianas. Os tratamentos experimentais foram o0s seguintes:
Controle positivo (BF+), sem adicdo de antimicrobianos (populacdo de bactérias e

fungos); Fungos (F, somente populacdo de fungos, inclusdo de antibidticos penicilina,
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cloranfenicol e estreptomicina com concentracdo de 500 mg/L de cada antibiotico);
Bactérias (B, somente populagdo de bactérias, inclusdo de antifingico cicloheximida
com concentracdo de 50 mg/L); Controle negativo (BF-), inclusdo de ambos
antimicrobianos (auséncia de bactérias e fungos) (DEHORITY e TIRABASSO, 2000;
JOBLIN, 1981; LEE et al. 2000; WINDHAM e AKIN, 1984). Cada frasco recebeu adicao
de 1 mL de cada antimicrobiano, de acordo com o tratamento, ou seja, quando
determinada populacdo desejava ser mantida o antimicrobiano correspondente era
substituido por agua destilada. Os antibiéticos utilizados foram efetivos no controle
populacional de bactérias gram-positivas e gram-negativas. O volume de gases foi
medido nos tempos 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas de incubagcdo como descrito
anteriormente.

Para andlise do grau de aderéncia microbiana e atividade fibrolitica, trés frascos
de cada tratamento foram retirados da incubacg&o nos tempos 24, 36 e 48h. O conteudo
dos trés frascos foi misturado, filtrado através de tecido com 40 um de porosidade
seguido de lavagem com solucéo salina (NaCl, 9 g/L) a fim de remover as bactérias nao
aderidas ao residuo. Apds a lavagem, o residuo foi imediatamente inserido em N
liquido. Parte do residuo congelado foi entdo armazenados em tubos de
ultracentrifugacdo com tampa de 5 mL enquanto outra parte restante foi em potes
plasticos com tampa. Os tubos foram armazenados em ultrafreezer -80°C e os potes
em freezer convencional a -20°C.

O pH do MI foi medido no inicio da incubacdo e em cada retirada de frascos
(horas 24, 36 e 48).

5.3.2 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido do residuo presente nos tubos de 5 mL armazenados em

ultrafreezer -80°C com o kit PureLink™

Microbiome DNA Purification. Foram seguidas
as diretrizes do fabricante, com algumas adaptac¢des no primeiro passo do processo de
extracao relacionado ao preparo do lizado. Nesta etapa foram adicionados a cada bead
tube do kit: 200 mg de residuo umido, 700 pL de solugdo S1 e 500 pL de uma solugao

de lise. A solucado de lise continha 200 mg de lisozima em 10 mL de solu¢do tampéo
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autoclavada e preparada com agua ultra pura, contendo (em 100 mL): 1,16g de NacCl,
1,21 g de Tris e 0,74 g de EDTA. O tubo foi agitado em vortex 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, sendo que foram
processadas por 5 ciclos de 1 minuto, intercalados com intervalos de 1 minuto, quando
eram mantidas em gelo. A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de
agarose e a concentracdo de DNA quantificada em equipamento Nanodrop2000TM

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).

5.3.3 Amostra padréo de bactéria

Para a quantificacdo de DNA bacteriano das amostras com base em uma curva
padrdo, foi necessaria uma amostra pura de bactérias. Esta amostra foi obtida de
in6culo ruminal, sendo coletada conforme descrito anteriormente para 0s ensaios in
vitro gases.

Foram coletados cerca de 2 litros de in6culo, que posteriormente foram filtrados
através de duas camadas de gaze e uma camada de tecido de nailon com porosidade
de 50 um. O protocolo utilizado (figura 4) foi adaptado de Ranilla e Carro (2003), o
filtrado foi inserido em tubos Falcon com tampa de rosca (x48 g) e entdo centrifugados
a 1000 x g durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado, inserido em novos tubos,
sendo submetidos a nova centrifugacdo a 20000 x g durante 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, adicionado 10 mL de solucéo salina, misturado para lavar
o pellet e centrifugado novamente a 20000 x g durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi armazenado em frascos com tampa
em ultrafreezer a -80°C. A amostra padrao de bactéria foi submetida a extracdo de

DNA, conforme descrito anteriormente.
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Figura 4 — Sequéncia de processos para obtencdo da amostra padrdo de bactérias
ruminais. Adaptado de Ranilla e Carro (2003). Onde: BAL = bactérias
associadas a fase liquida.

5.3.4 Amostra padréo de fungo

Assim como para a populacédo bacteriana, uma amostra padrao da populacdo de
fungos foi necessaria para quantificacdo de DNA presente nas amostras. Estardo
citados abaixo todos os testes realizados para obtencdo da amostra padrao e ao final o
método que se fez adequado para extracao e amplificacdo de DNA em gPCR.

Como o primer utilizado no gPCR € considerado de uso geral para fungos
aerdbicos e anaerdbicos, a primeira tentativa de isolamento ocorreu com o género
aerobico Rizophus. Amostras deste género foram obtidas no LAPEMI (Laboratério de
Pesquisas Micoldgicas, UFSM) em tubo contendo agar batata dextrose, o cultivo deste
género ocorreu em placa de petri com cerca de 20 mL de &agar batata dextrose
dispostos sobre sua superficie. Apés cerca de 4 dias em estufa de 55°C, a quantidade
de hifas produzidas por Rizophus se mostrou bastante evidente. O processo de
extracdo e avaliacdo do teor de DNA foram os mesmos utilizados nas amostras, porém,
a amplificagdo em gPCR néo ocorreu.

Além do cultivo em &gar batata dextrose, ocorreu a tentativa de cultivo de

Rizophus, obtido do LAMPEMI, em meio liquido de caldo Sabouraud (3 g de Dextrose,
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1,5 g de Peptona/150 mL de agua destilada). O caldo, contido em um becker de 500
mL, foi autoclavado por 15 minutos em temperatura de 121°C, ap0s resfriamento, uma
pequena quantidade de fungo foi adicionada com uma pinca, também esterilizada. O
cultivo permaneceu em banho-maria a 39°C por 96 horas, sendo agitado manualmente
de 3 a 4 vezes por dia, por 30 segundos. Apds, 0 Rizophus multiplicado dentro do
becker foi filtrado com auxilio de funil e papel filtro e transferido a um baldo volumétrico
de 500 mL, o acumulo da amostra filtrada foi colocado em gral de porcelana esterilizado
e recebeu adicdo de N liquido, sendo macerado com pistilo esterilizado até que se
tornasse de aspecto granulado e seco. A amostra foi submetida a processo de extragéao
e avaliagdo do teor de DNA conforme descrito anteriormente. Com este método de
cultivo, houve pouco DNA contido na amostra e nenhuma amplificagcdo ocorreu quando
submetida a gPCR.

Incubacdes in vitro gas utilizando tifton 85 também foram conduzidas a fim de se
obter uma amostra padrdo, a incubacao foi realizada conforme descrito anteriormente,
sendo utilizada trés vezes a quantidade de antibioticos do tratamento F, para meio livre
de bactérias. Trés frascos foram incubados por mais de 96 horas, ap0s este periodo, o
meio liquido de cada frasco foi descartado e os frascos foram mantidos com a tampa
aberta em banho-maria a 39°C. Apés cerca de uma semana, foi possivel notar aumento
na quantidade de fungos sobre o residuo incubado, quando o acumulo de fungos
presente nos frascos foi considerada suficiente, este foi retirado, pesado na quantidade
200 mg e submetido a extracédo e avaliacdo do teor de DNA. Ainda que existisse DNA
integro presente nas amostras, de acordo com o NanoDrop®, nenhuma amplificacdo
ocorreu quando esta amostra foi submetida a gPCR.

A fim de avaliar se os métodos de cultivo e extracdo utilizados poderiam
influenciar na amplificacdo em gPCR, amostras de DNA fungos aerébicos Rizophus e
Fusarium extraidas pelo método de MS Al-Hatmi et al. (2016) foram submetidas a
gPCR. Ainda que a integridade e quantidade de DNA presente fossem adequadas, nao
houve amplificacdo dos pontos de diluigdo da curva.

A maneira encontrada para obter amplificacdo de DNA de fungos foi utilizar umas
das amostras do tratamento F proveniente dos ensaios in vitro gas. Como a

quantificacdo de DNA bacteriano ja havia ocorrido, a amostra do tratamento F escolhida
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foi a que continha a menor quantidade de DNA de bactéria, assumiu-se que todo DNA
presente na amostra provinha de fungos ruminais. Sendo assim, a amostra foi diluida
nos pontos de 32,6; 16,3; 8,2; 4,1; 2,0; 1,0 ng/ul de DNA, resultando em equacédo de

regressao utilizada em todas as amostras dos ensaios in vitro.

5.3.5 Anélise de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real

A quantidade de DNA microbiano foi obtida da amostra de DNA extraida dos
residuos de incubacdo. Foram utilizados primers especificos para cada populagéo
(tabela 3), provenientes do gene 16S rRNA, para quantificacdo de bactérias
(CASTILLO-LOPEZ et al. 2013), e genes 18S ribossémico e ITS1, para quantificacdo de
fungos (DENMAN e MCSWEENEY, 2006). Todas as amostras foram diluidas para
mesma concentracdo de 10 ng/ul. Os reagentes utilizados foram: SYBR Green
Quantitative PCR Assay (SYBR) para quantificacdo de fungos, e TagMan MasterMix
(TagMan) e SsoAdvanced Universal Probes Supermix (sonda) para quantificacdo de
bactérias. O equipamento utilizado foi o StepOnePlus Real Time PCR System da
Applied Biosystems com suporte para placa de 96 pocos de 0,1 mL.

O volume final de reacgé&o (por poco) foi de 10 pl, que possuiu composicao distinta
para curvas padrao e amostras. Na curva padrdo de bactéria, a composicao da mistura
de reacdo (por poco) foi de 3 ul de agua ultrapura, 5 ul de TagMan, 0,25 ul de cada
primer (Foward e Reverse), 0,5 ul de sonda e 1 pl de amostra padrdo de DNA
bacteriano. A quantificacdo do DNA bacteriano se deu através de uma curva de diluicéo
seriada de 5 pontos com proporcédo de 1:10, onde os pontos da curva englobaram
concentracbes de DNA de 50, 10, 0,2, 0,4 e 0,08 ng/ul. Nas amostras, a mistura de
reacao se deu com 5 pl TagMan, 0,25 pl de cada primer (Foward e Reverse), 0,5 pl de
sonda e 4 pl de amostra de DNA, sem necessitar 0 uso de agua ultrapura.

Para a curva padrédo de fungo, os componentes da reacao foram 3,7 ul de agua
ultra pura, 5 pl de SYBR, 0,15 ul de cada primer (Foward e Reverse) e 1 pl de DNA
(concentracdo inicial de 32,6 ng/ul), a sequéncia de diluicdo dos pontos da curva seguiu
com 5 pontos em diluicdo 1:2, sendo as concentracdes de DNA de 32,6, 16,3, 8,2, 4,1,
2,0 e 1 ng/ul. Ja para as amostras, a quantidade de componentes para a reacéao foi de
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0,7 pl de agua ultra pura, 5 pl de SYBR, 0,15 ul de cada primer e 4 pl de amostra de
DNA. Todas as placas continham amostra branco para curva e amostras, sendo a

guantidade de amostra de DNA substituida por agua ultra pura.

Tabela 3 — Sequéncia de primers e sonda utilizados em Reacdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real quantitativa.

Nome dos Primers e

Micr. Sonda Sequéncia
Foward 5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3'
FJ715623
Bactéria® Reverse 5-GACTACCAGGGTATCTAATCC-3'
Sonda Tagman 5'FAM/TGCCAGCAGCCGCGGTAATAC/TAMRA-3'

) GAF-F Foward 5-GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC-3'
Fungo
GAF-R Reverse 5-CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT-3'

Onde: Micr.=microrganismo alvo, A= adenina, G= guanina, C=citosina e T=timina. 1Castillo—Lopez et al.
(2013). Denman e McSweeney (2006).

Cada placa foi submetida as seguintes condi¢des de ciclo: um ciclo a 50°C por 2
minutos seguidos de um ciclo a 95°C por 2 minutos para a desnaturacao inicial. Para
anelamento e extensdo foram utilizados 40 ciclos a 95°C por 15 segundos seguidos de
60°C por 1 minuto.

Para a quantificacdo de microrganismos ruminais, os valores obtidos nas curvas
foram dispostos em grafico de regressédo linear, onde o eixo Y foi composto pelo
logaritmo 10 da concentragdo de cada ponto da curva e o eixo X foi composto pelo
Threshold cycle (CT) fornecido pela anélise de qPCR através do software StepOne®.
Com estes valores compondo o grafico de regresséo linear, foi gerada a equacgéo de
regressdo e valor do coeficiente de determinacgéo (R?), a equacéo teve seu valor de x
substituido pelo CT de cada amostra, que ao gerar um valor provindo da equacgéao foi
elevado a poténcia de 10, resultando ao final na quantidade (ng) de DNA fungico ou

bacteriano contido nos 40 ng de DNA dispostos em cada poco da placa.
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A eficiéncia de reacdo média na quantificacdo de cada uma das populagdes foi
de 68,45% para bactérias e de 96,4% para fungos. Os resultados foram expressos em
Hg de DNA bacteriano/g de MS de forragem incubada.

5.3.6 Determinacéo da atividade fibrolitica no residuo de incubacéo

Os residuos das incubagdes in vitro gas de tifton 85 e azevém foram avaliados
quanto a atividade fibrolitica presente nos meios de incubacdo e em cada tempo de
retirada de frascos. Os residuos de incubacdo foram submetidos a extracdo das
enzimas, incubagdo do extrato enzimatico com xilano e posterior analise colorimétrica
de acucares redutores.

Para a extracdo, cada residuo foi pesado 0,5 g em becker de vidro de 50 mL em
duplicata (A e B), apdés foram adicionados 10 mL de ST (anexo Ill) e 60 ul de
Mercaptoetanol. Os becker’'s foram submetidos a sonicacdo em banho-maria em 10
ciclos de 30 segundos cada, intercalados por pausas de 30 segundos, cubos de gelo
foram adicionados a agua para evitar aumento de temperatura durante o processo de
sonicacdo. O contetudo de cada becker foi filtrado com funil plastico e papel filtro
diretamente em tubo de vidro com tampa de rosca, o contetdo obtido no tubo foi
denominado extrato enzimético.

Cada amostra possuiu A e B como duplicatas de extrato enzimatico, cada uma
das duplicatas foi incubada com xilano em mais dois tubos (A, Az, B1, B,). Cada tubo
destinado a incubacédo recebeu 1 mL de extrato enzimatico e 2 mL de xilano 2% (2 g de
xilano/100 mL de solucdo tampdao), além disso, houve incubacgéo de duplicata de tubos
branco 1 (1 mL de extrato enzimatico e 2 mL de solucédo tampao), estes sendo feitos
para cada replicata de extrato enzimatico, e incubacdo de duplicata de tubos brancos 2
(1 mL de tampéo fosfato e 2 mL de xilano), estes totalizando 4 tubos para posterior
analise colorimétrica. Os tubos brancos serviram para descontar possiveis quantidades
de acUcares redutores ja existentes. A incubacdo ocorreu em banho-maria a 39°C
durante 240 minutos (4 horas), ap0s este periodo as amostras foram submetidas por 6

minutos a imersdo em agua fervente para total cesséo da atividade enzimatica, seguido
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de armazenagem em freezer convencional para posterior analise de acucares
redutores.

Para analise colorimétrica de acUcares redutores, o método utilizado foi o
Somogyi-Nelson, adaptado por Maldonade et al. (2013). O padréo utilizado na curva foi
Glicose (Dextrose, 0,1% p/v), sendo que os pontos tiveram concentragdes de 25, 50,
75, 100 e 125 micrograma (ug) de glicose/tubo, com diluicéo feita com agua destilada.
As amostras foram diluidas 15 vezes, utilizando solucdo tampao fosfato, a diluicdo foi
feita eu tubos de ensaio menores no volume de 5 mL, sendo utilizados 1 mL da diluicdo
em cada novo tubo. Apds a adicdo de amostra, 1 mL de solucdo Somogyi-Nelson (SN) |
(Caprico Alcalina) foi adicionado a cada tubo, sendo estes agitados em vortex e em
seguida submetidos a 15 minutos em banho-maria a 100°C seguido de resfriamento em
agua a temperatura ambiente por 5 minutos. Apds, 1 mL de SN Il (Reativo de Nelson)
foi adicionado, passando por agitacdo e adicdo de 7 mL de &gua destilada e nova
agitacdo. Apos estas etapas ocorreu leitura em espectrofotbmetro com comprimento de
onda de 540 nm, contra branco (1 mL de agua destilada ao invés de padréo de glicose).
O mesmo procedimento que as amostras foram submetidas ocorreu para os tubos
brancos | e Il. Os reagentes SN-I e SN-II foram confeccionados de acordo com a versao
adaptada do método.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do procedimento GLM do SAS (v. 9.0 SAS
Inst. Inc. Cary, NC) utilizando um modelo que incluiu os efeitos fixos de tipo de amostra
(tifton ou azevém), tratamento (com ou sem antimicrobianos) e tempo de incubacao (24,
36 e 48 horas), além das possiveis interagdes e erro experimental. As médias foram

comparadas pelo teste t de Student.
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6 RESULTADOS

6.1 A PROPORCAO DE INOCULO RUMINAL NO MEIO DE INCUBACAO SOBRE A
ADERENCIA MICROBIANA E DEGRADAGAO DE FORRAGENS IN VITRO

6.1.1 Parametros da fermentacédo e cinética da producéo e gases

Os resultados referentes aos parametros da fermentacéo podem ser visualizados
na tabela 4. Para producao total de gas houve efeito de forragem (p<0,05), tratamento
(p<0,05) e interacao forragem x tratamento (p=0,004). O T10 registrou 0 menor acumulo
de gas, enquanto que os maiores valores foram observados para T40 e T50, em ambas
as forragens. O capim-elefante, em todos os tratamentos, foi responsavel por maior
acumulo de gas, quando comparado ao azevém (p<0,05).

A taxa de degradacdo nao foi afetada pela maior propor¢cdo de IR ruminal
(p=0.087), porém houve diferenca significativa quando avaliada entre forragens
(p=0.0003) e interacdo forragem x tratamento (p=0.002). O lag time nao sofreu
influéncia do tipo de forragem utilizada (p=0.069), porém maiores quantidades de IR
permitem sua reducao (p<0,05), sendo que também foi observada interacdo forragem x
tratamento (p=0,009).

Foi observado efeito de forragem (p<0,05) e tratamento (p=0,0002) para o valor
de pH dos meios de incubacéo apds 24 horas. Nao foi observada interacdo forragem x
tratamento (p=0,778). Para a aderéncia microbiana através de P, ndo houve efeito de
forragem (p=0,364) nem interacao forragem x tratamento (p=0,179). A maior propor¢cao

de indculo permite maior ades&o microbiana (p<0,05) sobre azevém.
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Tabela 4 — Producéo final de gés, taxa de degradacédo, lag Time, pH e aderéncia
microbiana em 24 horas de incubacédo in vitro gas de azevém e capim-
elefante incubados com diferentes Meios de Incubacéo.

T p
VAR F EPM
TI0O T20 T30 T40 T50 F T FxT
CE 1669 186° 193° 201%® 204°
V 4.98 <.0001 <.0001 0.0044
AZ 132° 148° 141 1732 1722
CE 6.2° 6.4 65 6.4° 65
S 0.20 0.0003 0.0873 0.0017
AZ 6.4* 63 56° 622 6.0
CE 36% 32° 30° 23° 2.1°
L 0.29 0.0690 <.0001 0.0086
AZ 4.0* 32° 20° 21° 1.8°
CE 6.4° 64> 64> 64> 6.6°
pH 0.08 <.0001 0.0002 0.7783
AZ 65° 65 66* 66* 6.8°
CE 4.0*® 39* 51* 47% 512
P 0.89 0.3638 0.0036 0.1792
AZ 35° 42 44> 55 672

Onde: VAR = variaveis, F = forragem incubada, T = tratamento utilizado, EPM = erro padrdo da média, p
= p-valor (0.05), F x T = interacéo entre forragem e tratamento, V = volume final de gas (mL), S = taxa de
degradacdo (%/hora), L = lag time (hora), P = mg de P pertencente aos microrganismos ruminais
aderidos por grama de matéria seca residual de forragem em incubacdo in vitro gas, CE = capim-
elefante, AZ = azevém. Os tratamentos foram T10 = 10% de in6culo ruminal e 90% de ST, T20 = 20% de
in6culo ruminal e 80% de ST, T30 = 30% de inéculo ruminal e 70% de ST, T40 = 40% de in6culo ruminal
e 60% de ST, T50 = 50% de in6culo ruminal e 50% de ST.

Na figura 5, a cinética da produgédo de gases para ambas as forragens pode ser

observada. O valor de producéo de gas foi expresso em mL.
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Figura 5 — Cinética da producdo de gases de capim-elefante (A) e azevém (B) em
incubacéo in vitro gas no periodo de 24 horas. Onde: T10 = 10% de in6culo
ruminal e 90% de ST (solugdo tampéo), T20 = 20% de in6culo ruminal e 80%
de ST, T30 = 30% de in6culo ruminal e 70% de ST, T40 = 40% de in6culo
ruminal e 60% de ST, T50 = 50% de inéculo ruminal e 50% de ST. Barras
acima dos pontos de leitura de gas indicam o erro padrao da média.

6.1.2 Aderéncia microbiana a forragens

A aderéncia microbiana ao capim-elefante e ao azevém pode ser visualizada na

figura 6. O coeficiente de determinacéo (R?) obtido por regressao linear foi de 0,2033
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para o capim-elefante, enquanto que para o azevém foi de 0,6891, sendo possivel

observar maior aderéncia como resposta a maior incluséo de indculo no azevém.
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Figura 6 — Aderéncia de microrganismos ruminais ao capim-elefante (A) e azevém (B)

através da concentracdo de P microbiano nas diferentes propor¢bes de IR
ruminal utilizado no MI. Onde: T10 = 10% de inéculo ruminal e 90% de ST
(solugdo tampéo), T20 = 20% de inéculo ruminal e 80% de ST, T30 = 30% de
inoculo ruminal e 70% de ST, T40 = 40% de in6éculo ruminal e 60% de ST,
T50 = 50% de indéculo ruminal e 50% de ST. R2 = Coeficiente de
Determinacéao.
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6.2 PARTICIPACAO DE BACTERIAS E FUNGOS RUMINAIS NA DEGRADACAO DE
FORRAGENS

6.2.1 Parametros da producéo de gas in vitro

Com excec¢édo do pH, houve efeito (p<0,05) de MI, forragem e interacdo Ml x F
para todas as variaveis (tabela 6). Somente os meios de incubacédo influenciaram os
valores de pH (p<0,05). A adicdo de ambos antimicrobianos (BF-) ndo permitiu
convergéncia estatistica dos dados referentes aos parametros da fermentacéo de tifton
85.

A producédo total de gas para tifton 85 se deu BF+>B>F, enquanto que para
azevém os valores observados foram de BF+=B>F>BF-. O acumulo da producéo de
gas proveniente das bactérias sempre foi maior que o da producéo de gas pelos fungos
(p<0,05). Entre as forragens, o tifton 85 possibilitou maior producao de gas comparado
ao azevém em todos tratamentos (p<0,05).

Quanto a taxa de degradacéo de tifton 85, o maior valor foi observado para o
tratamento BF+, seguido do tratamento F e B. Ja para azevém, ndo foi observado
diferenca entre os tratamentos BF+, F e B, sendo que BF- obteve menor taxa de
degradacédo. Para tifton 85, o menor lag time foi observado em B, seguido de BF+ e F.
No azevém o tratamento BF+ ndo diferiu do tratamento B, sendo estes possuiram

menor lag time que F.
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Tabela 5 — Parametros da fermentacdo de azevém e tifton 85 em resposta aos
diferentes meios de incubacao utilizados.

Ml
VAR FORR EPM P
BF+ F B BF- MI F MI x F

TF 1422 105°  135° N.C.

Vv 2.66 <.0001 <.0001 <.0001
AZ 1292 68P° 1272 26°
TF 5.62 4.8° 4.0° N.C.

S 0.40 0.0004 <.0001 0.0027
AZ 3.42 3.62 4.3% 2.6°
TF 1.8° 7.32 0.8° N.C.

L 0.39 <.0001 <.0001 <.0001
AZ -3.0° -1.02 -2.9° -6.2°
TF 5.5° 5.7° 5.5° 6.6%

pH 0.21 <.0001 0.0678 0.0790
AZ 5.6° 6.3° 5.7° 6.6%

Diferentes letras estabelecem diferenca entre as médias dos tratamentos em de cada forragem para as
variaveis avaliadas. Onde: VAR = variaveis, FORR = forragem incubada, TF = Tifton 85, AZ = azevém, Ml
= Meio de Incubacdo, BF+ = controle positivo (sem adi¢do de antimicrobianos, presenca de bactérias e
fungos), F = populacdo de fungos (adicdo de antibibticos), B = populagdo bacteriana (adicdo de
antifiingicos) e BF- = controle negativo (com adicdo de antimicrobianos, auséncia de bactérias e fungos).
V = volume final de gas (mL), S = taxa de degradacao (%/hora), L = lag time (hora). EPM = erro padréo
da média, p = p-valor (0,05), Ml x F = interag&o entre Meio de Incubacéo e forragem. N.C. = os dados néo
convergiram estatisticamente.

6.2.2 Cinética da producéo de gas in vitro

Dentro dos tempos 6, 12, 24, 36 e 48, os quatro tratamentos foram avaliados
quanto a producao de gas. Para tifton 85 os tratamentos diferiram entre si em todos os
tempos, sendo BF+>B>F>BF- (p<0,05). J& para o azevém, dentro destes mesmos
tempos, os tratamentos BF+ e B se mantiveram iguais, seguidos do tratamento F e
posteriormente do BF-, sendo BF+=B>F>BF- (p<0,05).



49

Quando dentro de cada tratamento, os tempos 6, 12, 24, 36 e 48 foram
avaliados, a producao de géas de tifton 85 diferiu entre todos os horarios, para todos os
tratamentos, sendo 6<12<24<36<48 (p<0,05), com excecdo do tratamento BF- onde
nenhuma diferenca foi observada. O azevém possui aumento significativo na producao
de gas nos tempos avaliados para todos os tratamentos, até o tempo 36 (p<0,05), este
que nao diferiu do tempo 48.

Na comparacdo entre forragens, até seis horas apos inicio da incubacédo o
azevém produziu maior volume de gas que o tifton 85 em todos os tratamentos
(p<0,05), 0 mesmo ocorreu na hora 12 para o tratamento B (p<0,05). A partir de 24
horas de incubacao, o tifton 85 passou a produzir maior volume de gas que o azevém
nos tratamentos BF+ e F, mantendo este comportamento até o final da incubacéo
(p<0,05). No tratamento B, esta diferencga foi evidenciada a partir da hora 36 (p<0,05).
O tratamento BF- possui maior producdo de gas para o azevém em todos 0s tempos
avaliados (p<0,05).

Devido a quantificacdo de microrganismos aderidos ocorrer nos tempos 24, 36 e
48 horas apds inicio da incubacdo, os tempos foram comparados entre si,
separadamente dos demais horarios, quanto a acumulo de gas. Os resultados podem

ser visualizados na figura 7.
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Figura 7 — Cinética da producado de gases de tifton 85 (A) e azevém (B) em incubacgéo
in vitro gas no periodo de 48 horas. Onde: BF+ = controle positivo (sem
adicdo de antimicrobianos, presenca de bactérias e fungos), F = populagéo
de fungos (adigdo de antibidticos), B = populacdo bacteriana (adicdo de
antifangicos) e BF- = controle negativo (com adi¢cdo de antimicrobianos,
auséncia de bactérias e fungos). Os asteriscos (*) representam diferenca
estatistica entre as horas 24, 36 e 48 dentro de mesmo tratamento.

Se tratando do tifton 85, com excecao do BF- (p=0,515), o acimulo de gas diferiu
entre os trés tempos avaliados para todos os tratamentos (p<0,05). Em ordem

decrescente em relagdo a producdo de gas, obteve-se 48>36>24. Quando o0s
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tratamentos foram comparados entre si dentro dos tempos 24, 36 e 48, todos diferiram
entre si quanto a producdo de gas, em todos os trés tempos, sendo sempre
BF+>B>F>BF- (p<0,05).

Os resultados referentes a azevém demostraram que, com excecdo do
tratamento B (p<0,05), ndo houve diferenca para producéo de gas entre os tempos 36 e
48. Quando comparada com o tempo 24, o tempo 36 apresentou maior producédo de
gas em todos os tratamentos (p<0,05). As comparacdes entre os tratamentos dentro
dos tempos 24, 36 e 48 demonstraram semelhante producdo de gas entre BF+ e B em
todos os trés tempos, os tratamentos F e BF- diferiram entre si e de BF+ e B em todos
os horéarios (p<0,05), em ordem decrescente de producdo de gas, obteve-se
BF+=B>F>BF-.

6.3 ADERENCIA MICROBIANA E ATIVIDADE FIBROLITICA

As variaveis de aderéncia bacteriana e de fungos (ug de DNA/grama de MS de
forragem) e atividade enzimatica (nmol glicose equivalente liberada/grama de
MS/minuto) foram avaliadas quanto a efeito de forragens (tifton 85 e azevém), meios de
incubacdo (BF+, F, B e BF-) e tempos (24, 36 e 48), bem como suas possiveis

interacodes.

6.3.1 Aderéncia bacteriana a fibra vegetal

Se tratando de aderéncia bacteriana, foi observado efeito de forragem (p=0,047),
MI (p<0,05), interacéo forragem x Ml (p<0,05), interacdo forragem x tempo (p=0,013) e
interacdo forragem x MI x tempo (p=0,024). N&o foi observado efeito de tempo
(p=0,141), tampouco interacdo MI x tempo (p=0,272). Os resultados referentes a

aderéncia bacteriana podem ser observados na figura 8.
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Figura 8 — Aderéncia bacteriana (ug de DNA bacteriano/g de MS residual de forragem
incubada) a tifton 85 (A) e azevém (B) avaliada em trés tempos (24, 36 e 48
horas) nos diferentes meios de incubacdo. Onde: BF+
bactérias e fungos, F = populacéo de fungos, B = populacédo bacteriana e BF-
= auséncia de bactérias e fungos. *letras minusculas representam diferenca
estatistica entre os quatro meios de incubag¢do dentro de um mesmo tempo.

presenca de

O erro padrao da média é representado pelas barras acima das colunas.

6.3.2 Aderéncia de fungos a fibra vegetal
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Quanto a aderéncia dos fungos ruminais, foi observado efeito de forragem

(p<0,05), MI (p<0,05), tempo (p=0,007), interacdo forragem x Ml (p<0,05), interacao

forragem x tempo (p=0,037). Nao houve efeito de interacdo MI x tempo (p=0,063) e
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interacéo forragem x MI x tempo (p=0,996). Os resultados para aderéncia de fungos a
forragem podem ser vistos na figura 9.
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Figura 9 — Aderéncia de fungos (g de DNA bacteriano/g de MS de forragem incubada) a
tifton 85 (A) e azevém (B) avaliada em trés tempos (24, 36 e 48 horas) nos
diferentes meios de incubacao. Onde: BF+ = presenca de bactérias e fungos, F
= populacdo de fungos, B = populacdo bacteriana e BF- = auséncia de
bactérias e fungos. *letras minusculas representam diferenca estatistica entre
0s quatro meios de incubacéo dentro de um mesmo tempo. O erro padréo da
média é representado pelas barras acima das colunas.



6.3.3 Atividade fibrolitica da microbiota ruminal
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Com os resultados de atividade fibrolitica (figura 10), foi possivel observar efeito

de forragem (p<0,05) e MI (p<0,05). Houve tendéncia a efeito de tempo (p=0,051).

Nenhuma interacgéo foi significativa.
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Figura 10 — Atividade fibrolitica (nmol de glicose equivalente liberada/grama de
MS/minuto) de tifton 85 (A) e azevém (B) avaliada em trés tempos (24, 36 e
48 horas) nos diferentes meios de incubacdo. Onde: BF+ = presenca de
bactérias e fungos, F = populacdo de fungos, B = populagéo bacteriana e
auséncia de bactérias e fungos. *letras minlsculas representam
diferenca estatistica entre os quatro meios de incubacdo dentro de um
mesmo tempo. O erro padrdo da média é representado pelas barras acima

BF-

das colunas.
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7 DISCUSSAO

7.1 A PROPORCAO DE INOCULO RUMINAL SOBRE A DEGRADACAO DE
FORRAGENS E ADERENCIA MICROBIANA

7.1.1 Degradacéao de forragens

Os resultados obtidos para producéao final de gas corroboram com os obtidos por
Sileshi et al. (1998), que ao aumentarem a propor¢cdo de IR possibilitaram maior
producdo de gas in vitro para diferentes forragens. Além disso, a taxa de degradacao
nao foi alterada devido a inclusdo de maior quantidade de IR. Ao avaliar inclusdo de
100 a 400 mL/L de IR ao MI, Rymer e Givens (2000) também obtiveram maior producao
de gas a adicdo de IR. A. Navarro-Villa et al. (2011) ao testarem relacdo IR e ST em
1:6, 1:4 e 1:2 obtiveram resultados de queda no pH bem como maiores diferencas entre
pH ao inicio e ao fim das incubac¢des in vitro com maiores concentracfes de IR, além
disso, foi evidenciada uma maior producdo de gas quando mais IR foi utilizado. A maior
emissao de CHy, foi, para todos os volumosos, relacionada com o aumento do nimero
de microrganismos disponiveis devido maior proporcédo de IR.

O lag time foi reduzido ao passo que maiores quantidades de IR eram utilizadas,
isso pode ser explicado pelo aumento no niumero de bactérias disponiveis devido a
maior quantidade de IR (PELL e SCHOFIELD, 1993). Quando Rymer et al. (1999)
testaram porcentagens de IR de 5, 15 e 30% do total do MI sobre producdo de gas,
taxa de degradacao, lag time e pH, obtiveram resultados que reforcam os deste estudo,
onde a producéo de gas aumentou em resposta a maior quantidade de IR e valores de
pH e lag time diminuiram, sendo que a taxa de degradacédo ao final do periodo de
incubacédo néo sofreu alteracdo. A menor producéo de gas em baixas concentracdes de
IR foi atribuida a possibilidade de os carboidratos degradados serem direcionados ao
crescimento microbiano e ndo a producdo de gas, considerando que a atividade
microbiana seria fator mais limitante a fermentagéo que o tipo de alimento incubado.
Com uma taxa de degradacdo semelhante, foi sugerido que o0 aumento da
concentracdo de IR facilitou a ligagdo de microrganismos a particulas. Ja Jessop e
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Herrero (1998) observaram que a variacdo na atividade microbiana inicial foi mais
relevante na producdo de gas que a variacdo na taxa de degradacdo da FDN. A
atividade microbiana inicial proporcionou largas diferencas na cinética de gases da
fermentacao, possivelmente sendo mais impactada pela quantidade de microrganismos
gue diferencas na taxa de degradacao da FDN.

A diferenca na producgéo total de gas entre as forragens pode ter sido atribuida
ao mais alto teor de PB do azevém, este que possuiu uma correlacdo negativa com a
producdo de gas no periodo de 24 horas, sendo degradada, porém contribuindo pouco
ou nada na fermentacdo (GETACHEW et al. 2004). Ao mesmo tempo, 0 maior teor de
lignina presente no azevém pode ter contribuido para uma menor digestibilidade, e
consequente producdo de gas, visto que maiores teores de lignina afetam

negativamente a fermentacao dos carboidratos (JUNG, 1989).

7.1.2 Aderéncia dos microrganismos a forragem

Dentre os polissacarideos pertencentes a parede celular vegetal, a celulose e a
hemicelulose se fazem presentes em ampla quantidade, podendo a celulose alcancar
46% da composicdo total da parede em gramineas (CHESSON e FORSBERG 1997;
VAN SOEST, 1982). Sendo o crescimento de bactérias fibroliticas e fungos intimamente
relacionado a colonizacdo da parede celular vegetal rica em celulose (CHENG et al.
1991), esperava-se que o teor de FDN pudesse permitir maior aderéncia da microbiota
ruminal. Porém, a diferenca na quantidade de FDN entre as forragens néo foi suficiente
a ponto de diferenciar a quantidade de microrganismos aderidos entre plantas.

J& sobre os tratamentos, a insercdo de IR permitiu uma maior aderéncia de
microrganismos para o azevém. Klevenhusen et al. (2017) evidenciaram que dietas com
diferentes teores de FDN e PB nao influenciaram na quantidade total de bactérias e
fungos aderidos a particulas, porém sabe-se que a disponibilidade de aminoéacidos e
peptideos, mesmo em baixas quantidades, estimula a multiplicacdo bacteriana no
ramen, sendo um dos principais fatores que afetam seu crescimento, juntamente com a
disponibilidade de carboidratos (ARGYLE e BALDWIN, 1989). O azevém, possuindo

maior quantidade de PB, pode haver fornecido maiores quantidades de aminoacidos e
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peptideos as bactérias, e ao passo que a quantidade de IR foi aumentada, maior
namero de bactérias pode utilizar destes substratos para promover seu crescimento.

Visando monitorar a diversidade de espécies bacterianas aderidas a fibra em
graminea C3 anual e C4 perene, possuindo a C3 maior teor de proteina e menor teor
de FDN, Pitta et al. (2010) demonstraram que o0s dez maiores grupos de bactérias
presentes se encontravam mais aderidos a fibra de feno de C4 que de C3, contrapondo
os dados obtidos neste trabalho. Os autores sugeriram que 0s principais géneros
encontrados possuiram uma Escafoldina (estrutura do celulossoma responsavel pela
aderéncia das bactérias a parede celular) capaz de se ligar-se mais facilmente ao feno
de tifton, indicando que a aderéncia da microbiota do rimen pode sofrer alteracdo em
funcdo da espécie vegetal utilizada. Uma maior disponibilidade de IR pode ter
proporcionado uma diversificacdo maior na populacdo de microrganismos e
consequentemente de enzimas aptas a degradacdo das espécies forrageiras. Latham
et al. (1978) ja observavam que a interacdo de importantes espécies bacterianas
colabora na aderéncia e degradacdo da parede celular vegetal, a atuacdo entre as
mesmas se deu em diferentes regifes da célula devido a suas diferentes afinidades de
adesdo, sendo que o compartihamento de determinadas areas ndo interferiu na
atuacao de cada espécie.

Gramineas C3 e C4 diferiram quanto a quantidade de bactérias aderidas a fibra
em incubacdo in vitro. Se tratando de lamina foliar, uma graminea C3 obteve 60% a
80% mais aderéncia microbiana comparada a C4. Porém a proporcdo de
microrganismos atacando a fibra vegetal nem sempre correspondeu em diferencas na
digestibilidade, neste caso, constituintes da parede mais facilmente disponiveis as
bactérias ndo fizeram da aderéncia um pré-requisito para a digestdo, ainda que as
bactérias estivessem sempre proximas a areas degradadas (AKIN, 1980; 1986).
Embora a relagéo folha:colmo néo tenha sido explorada neste estudo, este pode ser um
dos fatores referentes a estrutura das plantas que interferiu na aderéncia microbiana

em resposta a quantidade de IR.
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7.2 BACTERIAS E FUNGOS ADERIDOS, DEGRADACAO DE FORRAGENS E
ATIVIDADE FIBROLITICA

7.2.1 Degradacao de forragens in vitro

De modo geral, gramineas C3 sdo mais digestiveis que gramineas C4 devido a
estas Ultimas possuirem maior teor de tecido lignificado e maior quantidade de
parénquima e epiderme (tecidos de dificil degradacéo) nas folhas, enquanto gramineas
C3 possuem maior quantidade de mesdfilo (rapidamente degradavel), este que por
estar pouco organizado e com maior espacamento entre feixes vasculares, permitiria
maior degradacédo por parte dos microrganismos (AKIN, 1989). Maior producdo de gas
in vitro poderia ser esperada para uma graminea C3, afirmacdo que contrapde o0s
valores observados neste estudo, no qual os maiores valores de producéo de gas foram
obtidos para tifton 85.

Uma maior na quantidade de PB na dieta é correlacionada negativamente com a
producdo de gas in vitro, conforme demostrado por Soltan et al. (2012). Além disso,
Van Dung et al. (2014) demonstraram menor producao de gas in vitro em 48 horas para
tratamento com 19% de PB. Visto o alto teor de proteina do azevém (23,9%) neste
trabalho, este pode ter sido o responsavel por uma menor producdo acumulada de gas
em incubacao de azevém.

Para tifton 85, o tratamento BF+ foi responsavel pela maior producdo de gas,
enquanto que para o azevém, o tratamento B foi capaz de iguala-lo. Akin e Benner
(1988) verificaram que toda microflora ruminal foi capaz de degradar totalmente o
mesofilo da célula vegetal e parcialmente parénquima e epiderme, enquanto o xilema
permaneceu intacto, gerando extensiva degradacdo das folhas, ocorrendo o mesmo
fendbmeno para uma populacdo contendo somente bactérias. Ao mesmo tempo, pouca
evidéncia de adesdo de fungos as folhas foi encontrada, sendo esta espécie mais
relevante em tecidos lignificados. Ainda que ambas as espécies se encontrassem
aderidas a parede celular da planta, as bactérias demostraram ser potencialmente
suficientes na degradacdo observada. Os dados desse trabalho corroboram com as

afirmacOes destes autores, visto que entre os tratamentos de populacdes isoladas,
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bactérias sempre foram as responséveis por maior producéo de gas. Os fungos podem
ter sido mais relevantes em relacdo a producdo de gés para o tifton 85 devido a
quantidade de FDN e tecido lignificado desta planta, sendo observado que sua
auséncia nao permitiu que BF+ fosse estatisticamente igual a B.

Outro fator que pode interferir na producdo de gas por parte dos fungos é sua
forma de reproducédo, esta que ocorre por zodsporos flagelados provenientes de um
esporangio (HEAT et al. 1986), sendo seu ciclo de vida constituido uma fase de vida
livre e outra de aglomerados fungicos ligados a particulas (DIJKSTRA et al. 2002). A
degradacdo da forragem pelos fungos se difere das bactérias quanto a dindmica de
colonizacdo da célula vegetal, determinado tempo € necessério para que 0s zoOSporos
localizem, fixem e recubram o material vegetal (EDWARDS et al. 2008). Além de sua
forma de reproducdo ser diferente das bactérias, a preferéncia por tecidos menos
digestiveis pode explicar a menor fermentacdo gerada pela populacdo de fungos,
Bauchop (1979) e Joblin et al. (2002) verificaram superioridade dos fungos na
degradacdo de caules de forragens, sendo estes ultimos autores avaliando a atuacao
dos fungos em incubacdo in vitro com azevém. Sendo que os caules de gramineas
possuem esclerénquima, epiderme e xilema, tecidos de dificil digestdo (AKIN, 1989),
estes microrganismos provavelmente necessitaram mais tempo para fermentar o

material em que se aderiram.

7.2.2 Aderéncia microbiana

Ainda que sem diferenca significativa, houve uma tendéncia de que, no tifton 85,
a aderéncia de fungos possibilite maior aderéncia bacteriana, as bactérias exerceram
menor influéncia sobre os fungos ainda que exista certa tendéncia de diminuirem sua
aderéncia nos tempos 24 e 48. O aumento na aderéncia bacteriana na presenca de
fungos pode ter ocorrido em funcdo de sua penetracdo na parede celular vegetal
através das hifas, o que permitiria diminuicdo no tamanho da particula e maior
possibilidade de acesso das bactérias a fibra, aumentando a aderéncia e a degradacao
(VAN SOEST, 1982; FLINT e BAYER, 2008).
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No azevém, houve maior aderéncia de bactérias ruminais, sendo que os fungos,
além de pouco aderidos, ndo possibilitaram sinergia com bactérias quanto a aderéncia.
Ao avaliar dieta com baixo teor de fibra, Mavrommatis et al. (2020) evidenciaram
superioridade bacteriana na aderéncia, comparada a fungos, corroborando nossos
resultados. Bactérias sdo os microrganismos mais presentes no rumen, e no azevém
sdo capazes de triplicar sua populacao inicial nos primeiros 15 minutos de incubacéo,
inclusive pelo rapido uso de acuUcares soluveis do tecido vegetal (EDWARDS et al.
2007), enquanto que fungos necessitam de mais tempo para colonizacdo, além de se
fazerem presentes em menor quantidade (EDWARDS et al. 2008). A predominancia da
populacdo bacteriana bem como sua maior capacidade de adesdo ao azevém também
séo observados neste trabalho.

Quanto a diferenca entre as forragens, a aderéncia de fungos foi
expressivamente maior para tifton 85 que para azevém. A relacao sinérgica entre fungo
e bactérias demonstrada em tifton 85 ndo se repetiu para azevém. A grande
capacidade de degradacdo da parede celular vegetal por parte dos fungos (LEE et al.
2000) pode ter sido o fato determinante para que estes estejam mais presentes em
tecido vegetal mais fibroso. Bactérias podem inibir a reproducédo e crescimento dos
fungos (AKIN, 1987; DEHORITY e TIRABASSO, 2000), ainda que determinadas
espécies possam colaborar entre si (BERNALIER et al. 1992), o fator inibitério pode ter
levado a predominancia bacteriana na adeséo ao azevém.

Dentre os tempos avaliados, fungos tenderam a uma maior aderéncia a tifton 85
até o tempo 36, seguido de reducdo ao tempo 48. Estes resultados divergem dos
obtidos por Denman e McSweeney (2006) que, em amostras de digesta coletadas in
vivo, demonstraram estabilidade na populacéo de fungos (ug de DNA/mg de biomassa)
até 17 horas pos-alimentacdo, a partir disso, fungos policéntricos tiveram sua
populacdo reduzida até 30 horas, enquanto monocéntricos dispuseram de um leve
aumento, ocorrendo estabilidade entre as horas 30 e 35. A diversidade populacional
dos géneros de fungos pode ter impactado em sua quantidade aderida ao longo dos
tempos.

Valores de pH entre 5,6 e 5,7 séo responsaveis por diminuicdo da populacéao de

bactérias fibroliticas, reduzindo a populagdo de Ruminococcus albus em 83%,



61

Fibrobacter succinogenes em 93% e Butyrivibrio fibrisolvens em 29%, além de reduzir a
DMS, DMO, degradacdo da proteina e, inclusive, carboidratos ndo fibrosos quando
comparado a pH entre 6,5 e 6,8 (MICKDAM et al. 2016). Visto que os meios de
incubacdo apresentaram pH’s acidos proximos a estes numeros, € provavel que a
qguantidade de microrganismos, suas interacdes e degradacdo das forragens tenham
sido subestimados devido acidez do MI, que difere das condi¢cdes usuais do ramen
guando um ruminante se alimenta de forragem. A menor degradacao de celulose em
pH 5,5 também foi demostrada por Zhang et al. (2017), bem como menor producdo de
H,. Os autores observaram pH 6timo para degradacdo da celulose entre 6 e 6.5.
Fungos ruminais também s&o inibidos devido baixo pH, principalmente quanto a
germinacao e crescimento de flagelos (MATSUI et al. 1997; ORPIN, 1977).

7.2.3 Aderéncia microbiana e degradacao da fibra vegetal

Para tifton 85, a degradacao (producdo de gas) se deu BF+>B>F>BF- para os
trés tempos em que a aderéncia microbiana foi avaliada. A adeséo a fibra de ambas as
populacdes permitiu uma maior degradacdo, e ainda que a auséncia de fungos tenha
tendéncia a uma menor quantidade de bactérias aderidas, esta apresentou maior
degradacdo dentre as populacdes, seguida da populacdo aderida de fungos. A
importancia da aderéncia de bactérias na digestdo do tecido fibroso foi demonstrada
por Cheng et al. (2017), evidenciando que a degradacdo por parte destes
microrganismos ocorre principalmente entre 6 e 24 horas. Além disso, bactérias como
Butyrivibrio fibrisolvens podem representar até 65% da populacédo total de bactérias
(ANGARITA et al. 2015), espécies como esta possuem alta versatilidade metabdlica,
atuando sobre celulose e proteinas (COTTA e HESPELL, 1986; KRAUSE e RUSSEL,
1996), e podem ter desempenhado importante papel na degradacao, neste estudo. A
maior producdo de gas observada no tratamento controle positivo pode ser
parcialmente explicada pela interacdo entre fungos e microrganismos metanégenos,
estas que para produzir CH4 utilizam do H, produzido pelos fungos. Além disso, a
presenca de microrganismos metandgenos pode vir a aumentar o metabolismo dos

fungos, sua produgédo de AGV’s e atividade fibrolitica (VINZELIJ et al. 2020), fato que
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pode ter estimulado os fungos a uma degradagao mais eficiente e uma sinergia com a
populacdo bacteriana. Até o tempo 24, os dados deste trabalho corroboram com os de
Lee et al. (2000), estes que demostraram superioridade de toda microbiota ruminal
(controle) na degradacdo dos carboidratos estruturais, seguida da populacdo de
bactérias. Porém nos tempos 36, 48, e 96 0s autores observaram maior degradacao
para tratamento controle e populagdo de fungos, evidenciando que o papel desta
populacdo pode demandar mais tempo para se tornar a mais atuante sobre a fibra,
ainda que bactérias possam permanecer em crescente degradacao até 72 horas.

Em estudo in vitro gas, Zhang et al. (2007) demonstraram a superioridade
fermentativa das bactérias sobre a forragens comparada aos demais microrganismos,
ainda assim, os fungos possibilitaram uma benéfica interacdo com as bactérias,
aumentando a producdo de gas ao longo de 72 horas. Isoladamente, fungos ruminais
aumentaram significativamente a producdo de gas a partir de 40 horas de incubacéo,
ndo alcancando um platd ao final de 72 horas. Embora bactérias ruminais possam ser
atribuidas a uma maior degradacdo do alimento no rumen por conta de sua
predominancia numérica e diversidade metabdlica (CHENG et al. 1991a), os fungos
ruminais degradam a parede celular vegetal de maneira mais eficiente, demonstrando
assim sua afinidade pelo tecido fibroso. Ainda que as bactérias tenham possuido
melhor desempenho nas primeiras horas de incubacédo in vitro gas, ao longo de 96
horas os fungos desempenharam papel mais relevante na degradacao da fibra.

Quanto ao azevém, foi observada degradacdo BF+=B>F>BF-. A aderéncia de
fungos demostrou participacdo pouco relevante, enquanto bactérias, na auséncia de
fungos, foram capazes de igualar a degradacdo ocorrida no tratamento controle
positivo. As bactérias ruminais demonstraram serem as grandes responsaveis pela
degradacdo de azevém. A degradacao imposta pelas bactérias pode ser explicada pelo
fato de o azevém conter menor teor de FDN e FDA e pela eficiente fermentacdo do
conteuado celular pelas bactérias, sendo que apos 24 horas, bactérias celuloliticas
passariam a exercer maior papel na degradacdao (HERRERA-PEREZ et al. 2018). De
acordo com Igbal et al. (2018), o menor teor de FDA incubado possibilitou maior
producdo de gas, ainda que bactérias fibroliticas e fungos estivessem com maior

populacdo em outras forragens tropicais. Mesmo que BF+ tendesse a uma reducéo na
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populacdo bacteriana comparado a B, a producdo de gas pode ndo ter sido afetada
devido a capacidade das bactérias em digerir compostos néo fibrosos e fibrosos.

Para azevém, a maior versatilidade de bactérias na degradacéo de componentes
da célula vegetal pode ter estimulado seu crescimento e aderéncia, a auséncia de
fungos permitiu ampla multiplicagcdo bacteriana sobre o tecido fibroso, sendo esta
populacdo capaz de degrada-lo eficientemente, sem influéncia notavel da populagéo de

fungos.

7.2.4 Atividade fibrolitica

Maior atividade fibrolitica foi observada para degradacdo de tifton 85 em
comparacao ao azevém. A maior atividade fibrolitica sobre tifton pode ser atribuida a
sua composicao quimica, visto que a quantidade de hemicelulose e celulose interfere
tanto na aderéncia bacteriana como em sua atividade fibrolitica (OLSEN e
MATHIESEN, 1998; RODRIGUEZ e GONZALEZ, 2006).

No tifton 85, a atividade fibrolitica do tratamento controle positivo tende a ser
maior nos trés tempos avaliados, seguida da populacao de fungos no tempo 24. Fungos
e bactérias foram semelhantes nos tempos 36 e 48. Para azevém, o tratamento BF+
tende a possuir maior atividade fibrolitica nos tempos 24 e 36, ja no tempo 48, maior
atividade fibrolitica foi observada no tratamento controle positivo e no meio contendo
fungos quando comparados as bactérias. A pouca atividade fibrolitica no controle
negativo se deve a pouca presenca de microrganismos ou mondomeros de glicose
contaminantes. Os resultados para o tempo 24 corroboram com Lee et al. (2000), que
evidenciaram mesma atividade de xilanase para toda microbiota ruminal e populacdes
isoladas de bactérias e fungos. Ja no tempo 36, a microbiota ruminal total e meio
contendo somente fungos se equipararam, enquanto no tempo 48 a atividade dos
fungos foi expressivamente maior que qualquer outro tratamento.

A relevancia dos fungos na producdo de enzimas, se equiparando a bactérias,
pode ter sido dada em func¢do do uso de xileno como substrato na incubacao avaliando
atividade de enzimas. Além dos fungos possuirem, de modo geral, alta atividade

fibrolitica sobre a parede celular vegetal, a xilanase se encontra entre as suas principais
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enzimas produzidas. (WANG e DUAN, 2014). A atividade fibrolitica dos fungos pode ter
sido otimizada pelo pH, visto que enzimas de fungos monocéntricos suportam pH
abaixo de 6 (BORNEMAN et al. 1989; SIROHI et al. 2013).
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8 CONCLUSAO

Bactérias possuem maior relevancia quanto a aderéncia e degradacdo de
gramineas em comparacao aos fungos.

Ainda assim, os fungos ruminais também colonizam e contribuem de forma
interativa com as bactérias para a degradacdo das forrageiras, principalmente das

gramineas tropicais, as quais sdo mais fibrosas que as gramineas temperadas.
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APENDICE |

Tabela 6 — Concentracéo dos reagentes de meio de incubacéo

Relag&o IR:ST (%) % Solugao tamp&o Reagentes L1 gfttro
Na2HPO4.12H20 3.92
KH2PO4 2.57
3 0,
Solucéo 1 (45%) MgCI2.6H20 0.21
CaCl2 0.02
10190 Solucéo 2 (45%) NHAHCO3 o7
¢ 0 NaHCO3 10.70
CYSTEINE HCI 3.47
= 0,
Solugéo Redutora (10%) NAOH 0.89
Na2HPO4.12H20 4.41
KH2PO4 2.89
3 0,
Solugéo 1 (45%) MgCI2.6H20 0.23
CaCl2 0.03
20/80 Solucdo 2 (45%) NHAHCO3 Ny
¢ 0 NaHCO3 12.04
CYSTEINE HCI 3.90
= 0,
Solugéo Redutora (10%) NAOH 1.00
Na2HPO4.12H20 5.04
KH2PO4 331
3 0,
Solugéo 1 (45%) MgCI2.6H20 0.27
CacCl2 0.03
0170 Solucao 2 (45%) NHAHCO3 oo
¢ 0 NaHCO3 13.76
CYSTEINE HCI 4.46
= 0,
Solugéo Redutora (10%) NAOH 1.14
Na2HPO4.12H20 5.88
KH2PO4 3.86
3 0,
Solugéo 1 (45%) MgCI2.6H20 0.31
CacCl2 0.03
#0/60 Solucéo 2 (45%) NHAHCO3 o
¢ 0 NaHCO3 16.05
CYSTEINE HCI 5.20
= 0,
Solugéo Redutora (10%) NAOH 1.33
Na2HPO4.12H20 7.06
KH2PO4 4.63
3 0,
Solugéo 1 (45%) MgCI2.6H20 0.37
CaCl2 0.04
20750 Solucgéo 2 (45%) NHA4HCO3 >
¢ NaHCO3 19.26
CYSTEINE HCI 6.24
= 0,
Solugéo Redutora (10%) NAOH 1.60

Onde: IR = indculo ruminal, ST = solu¢éo tampdo, [ ] = concentragéo.
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Tabela 7 — Concentracdo dos reagentes de meio de incubacdo para posterior analise

de aderéncia microbiana

Relagéo IR:ST % Solucéo tampao Reagentes [1dllitro

Na,HPO412H,0 1,76
. KH2PO4 1,15

Solucéo 1 (45%)
MgCl,,6H,0 0,09
CaCl, 0,01

50/50

. NH4sHCO3 1,25

Solucéo 2 (45%)
NaHCO; 4,82
. CYSTEINE HCI 1,56

Solugao Redutora (10%)

NAOH 0,40

Onde: IR = inéculo ruminal, ST = solu¢éo tampé&o, 50/50 = relacao IR/ST, [ ] = concentracgéo.
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TABELA 8 — Solucéo tampao fosfato
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Reagente []dllitro
Ko:HPO, 0.63
KH,PO4 5.00

NaCl 0.65
CacCl, 0.05
MgSO,47H,0 0.36

Onde: [ ] = concentracao.



