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1. INTRODUCAO

O Brasil é responsavel por exportar cerca de 3,2 milhdes de toneladas
carcaca equivalente (TEC) (ABIEC, 2023), sendo consolidado h& varios anos
como o maior exportador mundial deste tipo de produto. Dos animais abatidos,
cerca de 81,98% sdo mantidos em sistemas de pastagem (ABIEC, 2023).

Este sistema de criacdo dos animais é amplamente utilizado devido,
principalmente, ao seu baixo custo. Entretanto, € conhecido que neste sistema
ha o entrave da estacionalidade da producéo de forragens, gerando mudancas
na quantidade e qualidade. (Reis et al., 2009). Além disso, pastagens tropicais
raramente sdo disponiveis de forma que o seu consumo seja balanceado para
atender as exigéncias nutricionais, devido as caracteristicas de sua composicéo
gue limitam o seu consumo e sua digestibilidade (Detmann et al., 2014).

Em periodos de seca, as forragens apresentam menores valores de
proteina bruta e digestibilidade de nutrientes, em contrapartida aumentam-se 0s
teores de parede celular, como lignina, na massa da forragem disponivel (Reis
et al., 2013). Estas modificacdes, resultantes das mudancas na estrutura da
planta, acarreta perdas de peso aos animais, constituindo o principal fator
limitante a producéo (Leng, 1983). Um menor desempenho de bovinos mantidos
em pastagens neste periodo do ano pode ser explicado pela reducéo da ingestao
de forragens sob estas condi¢des (Paulino et al., 2008), em que, mesmo com a
diminuicdo do consumo, o aumento da quantidade de lignina na célula vegetal
resulta na diminuicdo da taxa de passagem de alimentos e no aumento do

enchimento.



A suplementacdo € uma estratégia para evitar essas limitacdes e ajustar
o desbalanco de nutrientes das pastagens tropicais (Lazzarini et al., 2009). O
uso de suplementacédo proteica com fontes de proteina degradavel no rumen
(PDR) otimizaria a utilizacdo das pastagens no periodo da seca devido ao
fornecimento de N prontamente disponivel para o crescimento das bactérias
fibroliticas no ambiente ruminal (Detmann et al., 2011). Além disso, 0 suprimento
adicional de fontes de proteina ndo degradavel no riamen (PNDR) pode
influenciar na particdo dos nutrientes, por meio da modula¢do no suprimento e
metabolismo da glicose, em que a sintese liquida de glicose aumenta, levando
ao aumento da oxidacéo do acetato produzido no rimen (Waterman et al., 2006).
Alimentos que fornecem proteina se tornaram foco de estudos pretendendo uma
melhor compreensao da utilizacdo no metabolismo do animal (Valadares Filho
et al., 2010), tendo em vista que animais com maior eficiéncia conseguem
aproveitar melhor os nutrientes fornecidos nas dietas (Guan et al., 2008,
Calsamiglia et al., 2010, Ribeiro et al., 2017).

A baixa eficiéncia da utilizacdo de N nos ruminantes, que em bovinos €,
em média 25% (Calsamiglia et al., 2010), tem como uma das causas a
complexidade em sincronizar o fornecimento de energia com a degradacao da
fonte de proteina, e assim fornecer ao mesmo tempo energia e N para a
microbiota (Hall e Huntington, 2008; Santos e Pedroso, 2011). Além da
degradacéo das fontes proteicas da dieta, outra forma de fornecimento de N para
0S microrganismos € através da reciclagem de ureia que ocorre para 0 ambiente
ruminal. Outro fator que pode afetar a eficiéncia de utilizacdo de N no rimen € a

modificagcdo da populagdo microbiana ruminal, a qual até o momento ha estudos



gue mostram que a oferta de dietas com baixo teor de proteina tendem a
modificar as populac¢des bacterianas do rumen, em que ha o maior crescimento
de bactérias que ndo dependem de amonia para sobrevivéncia (Marini e Van
Amburgh, 2003; Belanche et al., 2012). Ademais, ha estudos que relatam que a
maior retencdo de N no riumen aconteceu por bactérias pouco abundantes no
ramen, como os filos Proteobacteria, Elusimicrobia, Spirochaetes e
Lentisphaerae, enquanto filos com maior abundancia no raimen, como os filos
Bacteroidetes e Firmicutes, foram relacionados a menor retencao de N (Alves et
al., 2021). A alteracdo da microbiota pode resultar na regulacdo positiva da
reciclagem de N do figado para o ramen, buscando fornecer N em quantidade
suficiente para o crescimento microbiano com concentracdo limitada de amonia
ruminal (NH3-N) (Reynolds e Kristensen, 2008).

A microbiologia do ramen € extremamente complexa, devido ao grande
namero de microrganismos presentes, suas diferentes naturezas e as mudancas
da populacdo, que resultam da mudanca da dieta do animal hospedeiro
(Teixeira, 1997). Mesmo com a possibilidade de manipulacdo da microbiota
ruminal, através da alteragdo de ingredientes presentes na dieta, ainda ndo ha
trabalhos que descrevam as mudancas que ocorreram com a utilizacdo de
diferentes fontes de proteinas suplementar ao pasto de baixa qualidade (periodo
Seco).

Entretanto, ha conhecimentos limitados sobre o comportamento da
microbiota ruminal quando novilhos de corte em pastos de baixa qualidade séo
suplementados com ureia (NNP-PDR) ou com PNDR. Diante do exposto, este

estudo foi realizado para encontrar quais microrganismos ruminais estao



presentes nos animais quando submetidos a diferentes dietas, tendo como
hipotese que a suplementacdo com NNP favoreca a populacdo de bactérias que
degradam fibra e que fontes de proteinas nédo degradaveis no rimen no periodo
das secas favoreca o desenvolvimento de microrganismos da familia

Bacteriodacea na microbiota ruminal.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fontes de proteina utilizadas na dieta de bovinos de corte e

degradacdao proteica

Durante a estacao seca, inicia-se a senescéncia da forragem, resultando
em uma maior proporcao de caule e material morto. As forrageiras decrescem
rapidamente em digestibilidade e, principalmente, em conteddo total de
compostos nitrogenados, o0 que acarreta perdas de peso aos animais,
constituindo o principal fator limitante a producéo (Leng, 1983).

Enguanto no periodo das aguas o teor proteico médio das forragens esta
em torno de 16% de proteina bruta (Reis et al., 2015), nas secas estes teor pode
estar abaixo de 7% (Reis et al., 2005)

O ganho médio diario durante a estacao seca € geralmente menor devido
ao valor nutricional baixo da forragem durante esta época do ano (Murillo et al.,
2016). Em pastagens senescentes a proteina é frequentemente um nutriente
limitante (Obeidat et al., 2002). Nestes casos a suplementagéo proteica pode
aumentar a ingestao de forragem e melhorar o desempenho dos bovinos de corte

(Murillo et al., 2013).



No Brasil a fase de recria de bovinos é exclusivamente realizada a pasto.
Nesta fase, em que 0s animais estdo em crescimento acentuado, eles
requererem altos niveis de proteina na dieta para dar o aporte necessario ao
crescimento muscular. Assim, torna-se necessaria a suplementacéo proteica
adicional para atender as demandas nutricionais associadas ao crescimento
guando mantidos sob condicGes de pastagem no periodo das secas (Murillo et
al. 2016).

De acordo com NRC (2001), a proteina bruta (PB) ingerida pelos
ruminantes, podem ser divididas em duas fracdes, sendo elas, proteina
degradavel no ramen (PDR) e proteina ndo degradavel no ramen (PNDR).

Segundo Detmann et al. (2011) a suplementacéo proteica com fontes de
proteinas degradaveis no raimen (PDR) otimizaria a utilizacdo das pastagens no
periodo da seca devido ao fornecimento de N prontamente disponivel para o
crescimento das bactérias fibroliticas no ambiente ruminal, como a Fibrobacter
succinogenes e Ruminococcus spp.

Suplementacdo com fontes de proteina verdadeira também permite
corrigir a deficiéncia de energia, pois promove aumento na proporcado de
microrganismos no rumen e, consequentemente, eleva a digestibilidade da
forragem de menor qualidade e os consumos de MS e energia digestivel,
resultando em melhor desempenho dos animais (Reis et al., 1997).

A proteina presente nas fontes consideradas PNDR passam inertes pelas
acOes da microbiota ruminal. Alimentos que sao fontes de PNDR na dieta
normalmente sofreram modificagbes na sua estrutura por processamento

industrial, onde o grupo alfa-carbonilico de um acucar redutor e a amina das



proteinas, troca seus elétrons formando produtos estaveis (Shibao e Bastos,
2011). No entanto, a PNDR também pode n&o sofrer acdo microbiana devido
outros fatores como taxa de passagem rapida tornando o tempo de permanéncia
no rumen insuficiente para que ocorra a sua degradacao; ou 0 grao possuir
barreira fisica que ndo possibilite a acdo dos microrganismos. As farinhas ou
farelos apresentam maiores proporcdes de PNDR do que os alimentos sem
processamento, pois, durante o processo de fabricacdo ocorre aumento da
reacdo de Maillard que influencia nas ligacGes de dissulfeto, e tornam assim
essas moléculas menos susceptiveis a acdo microbiana no ambiente ruminal
(Santos e Pedroso, 2011).

Umas das fontes de PNDR pode ser o gluten de milho 60, que possui em
sua composicao bromatolégica 60% de PB. Em um estudo realizado por Cabral
et al. (2011), o gluten apresentou somente 18% de degradacdo no rimen, ou
seja 82% de PNDR. O gluten de milho 60 € um residuo seco do processamento
do milho, obtido apés a remocdo do amido, gérmen e da separacédo do farelo,
através do processamento realizado por via imida, o qual é utilizado para a
fabricacdo do amido de milho ou xarope de milho, e pelo tratamento enzimatico
do endosperma (Tardin, 1991).

E conhecido que a PNDR fornece ao corpo animal diferentes usos de AA
(aminoéacidos) e retencdo de nitrogénio (Souza et al.,, 2020), tendo papel
importando no perfil de AA da proteina metabolizavel. Os ingredientes que a
contém sdao utilizados na dieta como forma de modificar o suprimento de
aminoacidos pés-ruminal (Merchen e Titgemeyer, 1992), e que 0 Seu uUso como

suplemento alimentar durante a estacdo seca também pode reduzir a quantidade



de N no ramen, ocasionando a necessidade da reciclagem de N, promovendo o
aporte ideal de N no rimen para a mantenca da microbiota (Detmann et al.,
2010). O uso de PNDR como fonte de suplementacédo na estacéo seca buscando
a reciclagem de N faz-se necessario porque neste periodo a quantidade de
proteina na forragem é baixa, influenciando na quantidade deste alimento que o
animal consome e em uma degradacdo mais lenta da forragem pelos
microrganismos do ramen (Reis et al., 2005; Detmann et al., 2004).

Desta forma, a proteina metabolizavel que chega ao intestino para ser
absorvida e transformada em proteina liquida, € oriunda de proteinas
microbianas, proteinas endégenas e PNDR (Acuri et al., 2011; Sinclair et al.,
2014). Suplementacdes a base de proteina de baixa degradacao ruminal permite
a absorcdo de aminoacidos no intestino, resultando em efeito positivo sobre o
consumo de forragem e o desempenho animal (Siebert e Hunter, 1982), desde
gue haja quantidades adequadas de N no rimen para manter nivel de aménia
suficiente para a eficiente degradacédo da fracéo fibrosa.

O aproveitamento de aménia e degradacéao da fibra por ruminantes ocorre
gracas a presenca do ecossistema ruminal, o qual é influenciado pelo tipo de
dieta ingerida, sendo o teor proteico da dieta, bem como a PDR, um fator
limitante para o crescimento microbiano (Alves, 2019). Neste sentido estudos
que estdo sendo conduzidos para elevar a eficiéncia da produgédo animal, por
meio da méxima utilizagcdo pelos ruminantes dos nutrientes fornecidos nas dietas
(Huws et al., 2018), tem se preocupado com a microbiota ruminal, logo que a

maior eficiéncia também é consequéncia desta.



Uma das causas de baixa eficiéncia de utilizacdo de N nos ruminantes é
a complexidade em sincronizar o fornecimento de energia através de
carboidratos com a degradacao da fonte proteica da dieta e assim proporcionar
simultaneamente energia e N para o crescimento microbiano (Hall e Huntington,
2008; Acuri et al.,, 2011; Santos e Pedroso, 2011). Logo que, além do N
disponivel para microbiota ser originario da degradacao das fontes proteicas da

dieta, ou da reciclagem de ureia que ocorre para o ambiente ruminal.

2.2. Diversidade microbiana e a degradacéao proteica

As bactérias sdo consideradas de maior importancia dentre os
microrganismos que compdem a microbiota do ramen, devido a sua maior
participacdo na degradacdo de fontes proteicas com dez vezes mais eficiéncia
gue os demais microrganismos presentes no ambiente ruminal (Bach et al.,
2005).

Em estudo realizado por De Jesus et al. (2019), foram identificados 27
filos, dos quais os mais predominantes foram Firmicutes (23%), Bacteroidetes
(14%), Proteobacteria (10%), Spirochaetes (9%), Fibrobacteres (7%),
Tenericutes (5%) e Actinobacteria (2 %), em novilhos Nelore em pastejo. Os filos
identificados neste trabalho podem representar até 70% dos dos filos presentes
no rimem bovinos. Em estudo realizado por Jesus (2014) caracterizou como
classes mais abundantes no rumen Actinobacteria, Mollicutes, Fibrobacteria,
Spirochaetia, Clostridia, Bacteroidia e Deltaproteobacteria. A nivel de géneros os
quais pode-se identificar como predominantes no rumen sdo Prevotella,

Fibrobacter, Ruminococcus, Succinomonas, Methanobacterium, Butyrivibrio,



Selenomonas, Succinivibrio, Streptococcus, Eubacterium e Lactobacillus, (Atlas
e Bartha, 1998).

As bactérias responsaveis pela degradacdo proteica sdo chamadas
proteoliticas, sendo os principais géneros Prevotella e Bacteroides (Acuri et al.,
2011; Kozloski, 2011).

Os microrganismos do rumen sdo compostos por Eubacteria (bactéria),
Archaea (Metanogénicas) e Eukarya (Protozoarios e Fungos) (Nagaraja, 2016).
Entre as bactérias, apenas 10% das espécies presentes no rumen foram
identificadas (Nagaraja 2016), assim, 90% das espécies de bactérias, além das
espécies ainda nao identificadas de Archeas e Eukarya, que desempenham
funcdes no ambiente ruminal ainda néo foram descritos, de modo que ainda sédo
necessarios estudos deste ecossistema, além do que ja foi elucidado.

Entendendo as limitacBes da area de microbiologia ruminal e que as
variacfes que ocorrem nesse ambiente ruminal normalmente séo atribuidas aos
fatores externos como genética, manejo e dieta, autores comecaram a relacionar
o efeito de diferentes populacdes microbianas nos hospedeiros com a eficiéncia
alimentar.

Assim, a caracterizacao do perfil da microbiota ruminal possibilita escolher
a suplementacédo em pastos de baixa qualidade, que modula, de melhor forma,
0 crescimento microbiano ruminal para melhorar a eficiéncia de utilizacdo da

dieta.
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3. OBJETIVO

Este estudo foi realizado com objetivo de caracterizar a diversidade
bacteriana ruminal de novilhos Nelore suplementados com proteina nao
degradavel no ramen (gluten de milho) ou nitrogénio nédo proteico (Ureia) como

fonte de PDR, em pastagens de baixa qualidade, durante o periodo das secas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais, dietas e periodo experimental

O experimento foi conduzido em area pertencente ao Departamento de
Zootecnia da FCAV/UNESP, campus de Jaboticabal, seguindo principios éticos
da experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias, UNESP - Campus de
Jaboticabal/SP (protocolo 16.688/16). Ocorreu entre os meses de agosto a
outubro de 2018.

A éarea experimental consistiu em 8 piquetes de aproximadamente 1,8
hectares, formados com Brachiaria brizantha cv. Xaraés, manejado para a
manutencao da oferta de forragem estabelecida entre 30 e 35 cm, com média de
28,4 cm.

Foram utilizados 8 novilhos da raca Nelore, castrados, canulados no

raimen e duodeno (Figura 1), dispostos em quatro quadrados latinos (2x2, 2
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tratamentos e 2 periodos) simultdneos para a avaliacdo da diversidade

bacteriana ruminal. Sendo mantido um animal em cada piquete experimental.

Figura 1. Novilhos Nelore canulados no rumen utilizados no experimento

Os periodos experimentais foram de 27 dias cada (26 dias de adaptacdo
do animal ao tratamento e 1 dia de coleta) na época das secas. Os tratamentos
consistiram em SMU: fonte de proteina degradavel no ramen — PDR - (ureia —
SMU) e GLU: fonte de proteina nao degradavel no ramen — PNDR - (gluten de
milho 60 - GLU) (Tabela 1).

No tratamento SMU os animais em pastagem foram suplementados com
ureia e sal (fornecida para atender a 50% da PDR requerida) e no tratamento
GLU os animais foram suplementados com 0,3% do peso vivo com gluten de
milho 60 e sal mineral, ambos os tratamentos foram ofertados com o objetivo de
um ganho médio diario (GMD) de 0,350 kg (Exigéncias (kg / dia): MS = 4,58 kg,
NDT = 2,82 kg/MS, PB = 0,56 kg/MS, PDR = 67,86 % da PB, de acordo com
Valadares Filho et al. (2016). Os suplementos foram ofertados aos animais todos
os dias do periodo experimental, as 9 horas da manh& no cocho de alimentacao,

com a retirada de sobras, se houvesse, no dia seguinte.
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Tabela 1. Composicdo quimica do suplemento durante o periodo experimental.

Suplemento

SMU GLU

MS, %MN 59,00 91,21

MM, %MS 0,33 2,62

MO, %MS 99,67 97,38

PB, %MS 222,75 58,75

%PDR/PB 100 30,30

%PNDR/PB - 69,70
EE, % MS - 1,71
FDN, %MS - 2,22

SMU= Sal mineral com ureia; GLU = Suplementacgdo proteica com gliten de milho 60 e sal
mineral; MS = matéria seca, MM = matéria mineral, MO = matéria organica; PB = Proteina Bruta;
EE= extrato etéreo. Composi¢do Sal Mineral sal mineral: Ca: 160g; P: 40g; Mg: 5g; S: 40g; Na:

160g; Cu: 945mg; Mn: 730mg; Zn: 3500mg; I: 70mg; Co: 56mg; Se: 18mg; F(max): 400mg)

As coletas de diversidade bacteriana do ambiente ruminal foram
realizadas no 27° dia de cada periodo experimental, através da canula ruminal
(Figura 2). Foram coletadas aproximadamente 50 g de conteudo da regido
ventral da fracdo solida + fracao liquida da digesta, antes da suplementacdo dos
animais (Saro et al., 2012). Esse material foi armazenado em tubos Falcon livres
de DNA e RNA, e imediatamente transportado para o laboratério em caixas de

isopor com gelo.
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o~

Figura 2. Coleta de conteudo ruminal

4.2. Analises laboratoriais
4.2.1. Preparo dos pellets bacterianos

No laboratoério foram adicionados 50mL da solugdo de PBS - solucao
tampéo fosfato-salina - (pH 7,4 - 8,00 gramas de cloreto de sodio, 0,20 gramas
de cloreto de potassio, 1,44 gramas fosfato de sédio e 0,24 gramas de fosfato
de potassio, para o preparo de 1 litro de solucdo, sendo o volume total
completado com &gua destilada) a 4°C, em seguida, homogeneizou-se a
amostra mediante agitacdo manual por trés minutos. Apés esse procedimento o
material foi filtrado em pano estéril com porosidade de 100 micras, e o filtrado foi
utilizado para formacéo de um pellet bacteriano. Os pellets bacterianos foram
formados de acordo com a metodologia utilizada pela equipe de microbiologia
do rimen da FCAV e descrita por Granja-Salcedo et al., (2017). Imediatamente
apos a formacgéo do pellet, parte deste foi utilizado para fazer extracdo de DNA

e o restante armazenado a —80°C.
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4.2.2. Extracdo do DNA

Na extracdo do DNA utilizou-se 200 mg do pellet bacteriano e o Kit de
extracdo Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep. Kit recomendado por
Henderson et al., (2013), seguindo as instru¢cdes do fabricante e utilizando o
FastPrep para a etapa de lise celular. Os eppendorfs com o DNA puro foram

armazenados no freezer para as analises seguintes.

4.2.3. Quantificacédo e rendimento do DNA

Apos a extracdo do material gendmico, o rendimento do DNA extraido
(puro)  foi avaliado por  espectrofotometria  (NanoDrop® ND-
1000Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e
fluorometria (Qubit® 3.0, kit Qubit® dsDNA Broad Range Assay Kit, Life
Technologies) (Figura 3). A pureza do DNA metagendmico extraido foi avaliada
por espectrofotometria a partir das relacbes de absorbancia Azeonm/A2sonm €
Az6onm/A230nm para indicar possiveis contaminacdes do DNA com sais tampéo e

compostos organicos, conforme as curvas representadas na Figura 4.




15

Figura 3. Qubit® 3.0 utilizado para avaliacdo da concentracédo de DNA

Figura 4. Curvas de absorbancia do NanoDrop® para avaliacdo da
qualidade do DNA.

4.2.4. Diluicdes

A fim de padronizar as concentracdes dos DNAs extraidos em 30 ng/pL,
estes foram diluidos em &gua ultrapura. O procedimento foi realizado na bancada
de fluxo laminar, com as ponteiras livres de DNA e RNA e todos os materiais e
a bancada de fluxo laminar foram submetidos a luz UV durante 20 minutos, e
armazenados em tubos eppendorfs de 0,6 ml. A concentracdo dos DNAs diluidos
foram conferidas  por  espectrofotometria  (NanoDrop®  ND-1000
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e a pureza foi
avaliada por espectrofotometria a partir das relacoes Azsonm/Azsonm €
Azeonm/A230nm para indicar possiveis contaminac¢des da solu¢gdo com sais tampao

€ COMpOostos organicos.

4.2.5. Integridade do DNA — Gel de Agarose
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A integridade do DNA foi verificada através do gel de agarose 0,8% corado
com 1ul de Syber gold. O aparelho utilizado para correr o gel foi o Electrophoresis
Power Supply/Loccus Biotecnologia programado para 42 minutos, e as amostras
foram coradas com 4ul de solucédo DYE. Apos o gel correr foi utilizado o aparelho

Trans llluminator/Loccus Biotecnologia para poder obter as imagens dos géis.

4.2.6. Sequenciamento do DNA

O seguenciamento da regido V4/V5 do gene 16S rRNA bacteriano foi
realizado, para a identificacao e quantificacdo da diversidade bacteriana ruminal.
A amplificacdo da regido hipervariavel V4 /V5 do gene 16S rRNA bacteriano foi
realizada mediante uma reacdo de PCR utilizando-se o primer forward 515F (5'-
GTGNCAGCMGCCGCGGTAA-3) e o] reverse 926R (5'-
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3") utilizando-se 20 ng de DNA total de cada
amostra, e 1,25 mM de MgClz; 200 uM de dNTP; 1,0 U da enzima Taqg DNA
polimerase (Invitrogen); solucdo tampéao para reacédo de PCR [1x]; 10 pmol de
cada oligonucleotideo iniciador e H20 para um volume final de 20 yl. A PCR
conduziu-se nas seguintes condi¢des: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos com
desnaturacao a 95°C por 30 segundos, pareamento a 53,8°C por 30 segundos,
extensao a 72°C por 45 segundos e extensao final a 72°C por 10 minutos. As
reacoes de PCR foram realizadas em duplicata e reunidas equimolarmente para
minimizar o viés durante a reagao.

A pureza dos produtos da PCR, foi verificada em gel de agarose 1% e o

tamanho dos fragmentos foram estimados por comparagcao com marcador 1 kb
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plus DNA ladder (Invitrogen). Em seguida, os fragmentos de PCR foram
purificados utilizando o Kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery, seguindo as
instrucdes do fabricante.

Sendo realizado o sequénciamento na facilty do departamento de
tecnologia da FCAV/UNESP no equipamento lllumina Miseq utilizando o Kit
MiSeq Reagent Kit v2 (300 cycles) de 15 milhfes de reads.

Os dados obtidos no sequenciamento foram processados por meio do
QIIME software package (Caporaso et al., 2010). Para a leitura selecionou-se
reads acima de 250 pb e com média > 25 na qualidade Phred e assim
agrupando-os em OTUs (operational taxonomic units) com mais de 97% de
semelhanca das sequéncias. Esses dados foram utilizados para analise
rarefacdo e apresentando em graficos o numero de OTUs agrupado a 97% de
semelhanca em relacdo ao numero de leituras para os diferentes niveis
taxondmicos. Além destes dados calculou-se também estimadores de riqueza e

os indices de alpha e beta diversidade.

4.2.7. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com ajuda do Software R
(versdo 3.6.3). Os dados de riqueza, diversidade e abundancia ruminal de
bactérias e Archaeas, foram comparados entre os tratamentos SMU e GLU pelo
teste de Wilcoxon de amostras emparelhadas. Os valores de P < 0,05 foram
considerados significativos para o grafico 1, enquanto para a tabela 1 e gréfico

2 foram considerados significativos os valor de P < 0,10.
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Através dos dados obtidos do sequenciamento e processados por meio

do QIIME software package foram processadas, em média, 32.298 sequencias

por amostras. A suplementacdo com GLU néo influenciou os estimadores de

diversidade, indices de riqueza e composicao total de bactérias e Archaeas,

(P>0,10) (Tabela 1). Isso pode ter acontecido porque a maior porcdo de PB

presente no gluten seja PNDR (Cabral et al., 2011), ficando indisponivel para a

acao dos microrganismos.

Tabela 1. Mediana * rango interquartil dos estimadores de diversidade e indices

de riqueza nas dietas experimentais com diferentes fontes de PNDR.

TRATAMENTOS

SR SYNE P-valor
Riqueza
ACE 98,18 + 12,83 98,99 + 11,30 0,8125
Chaol 96,00 £ 13,00 96,00 + 11,00 0,7995
Diversidade
Shannon-Wener 554 +0,11 3,57+0,15 0,9375
Simpson 9,45+ 0,04 9,51+0,12 0,6875
Fisher 12,96 + 1,29 12,52 +1,11 0,8125
Composicéo, %
Archeas 3,02+1,73 3,18+ 1,90 0,8125
Bactérias 81,96 + 1,69 81,74 +£3,11 0,8125
Unassigned 14,13 + 1,69 13,04 + 3,11 0,5781

1GLU: gluten de milho 60 (MS: 92,2%; MO: 98,1%; PB: 60%MS; FDN: 36,9%MS; EE: 2,87 %MS; PDR:
30,3%MS; PNDR: 69,7%MS) e sal mineral.
2SMU: ureia e sal mineral (Ca: 160g; P: 40g; Mg: 5g; S: 40g; Na: 160g; Cu: 945mg; Mn: 730mg; Zn: 3500mg;
I: 70mg; Co: 56mg; Se: 18mg; F(max): 400mg)
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Foi possivel a identificacdo de 17 filos bacterianos e 1 filo de Archaeas
(Grafico 1). Apenas o filo Firmicutes apresentou diferenca (p= 0,0188) entre os
tratamentos SMU e GLU, sendo mais abundante no rumen de animais
suplementados com SMU. Isso pode ter acontecido porque o SMU forneceu o
suprimento necessério de N para o crescimento das bactérias, principalmente as
fibroliticas (Detmann et al., 2011), como as do filo Firmicutes que ja foram
relacionados com a degradacéo de fibra no rimen de bovinos em partejo (De

Jesus et al., 2019).

Unassigned — .
Bacteria Others
Verrucomicrobia-
Tenericutes-
Synergistetes
Spirochaetae
Saccharibacteria-
SR1 (Absconditabacteria)y.
Proteobacteriag
Planctomycetes+
Lentisphaerae
Firmicutes
Fibrobacteres+
Elusimicrobia-

.ILIJ =gl

Cyanobacteria
Chloroflexi4g

Bactercidetes-

Actinobacteriaf

Archaea.Euryarchaeota-E,l
0 574G M8 800 25 30 35 40 45 50 eb
Relative abundance, %
m SMuU = GLU

Grafico 1. Abundéancia dos filos bacterianos nas dietas experimentais com

diferentes fontes de PNDR.

Os filos que foram encontrados em maior abundancia em ambos tipos de
suplementacao foram o Firmicutes e Bacteriodetes (grafico 1), conhecidos como

filos dominante e variavel dentro do rumen (Parra et al., 2022). Nagata et al.,



20

(2018) aponta que isso acontece porque estes filos ndo sdo sensiveis a
mudancas no ambiente ocasionas pela dieta fornecida.

O filo Firmicutes, o qual foi mais abundante em animais do tratamento
SMU, é constituido principalmente por bactérias gram-positivas que quebram as
proteinas, e este filo incluem a classe de bactéria Clostridia, por exemplo:
Clostridium sticklandii, C. coccoides, C. aminovalerinum, Selenomonas
ruminantium, Eubacterium ruminantium, Butyvibrio fibrosolvens familia
Lachnospiraceae (por exemplo: Coprococcus spp.), € Succiniclasticum spp, este
filo também incluem as espécies Ruminococcus flavefaciens ou Butyvibrio
fibrisolvens, que quebram celulose, xilano e pectina. Enquanto as espécies
Anaerovibrio lipolytica realiza a lipolise de triglicerideos e a Megasphaera
elsdenii utiliza &cidos graxos ou acidos produzidos pela atividade de outros
microrganismos — bem como Pelotomaculum thermopropionicum que oxida o
propionato (Cholewinska et al, 2020).

Embora mudancas na composi¢ao bacteriana sejam esperadas, a maior
abundéancia do filo Firmicutes na microbiota de animais suplementados com
SMU provavelmente tenha ocorrido devido maior abundéancia de
Ruminococcaceae e Eubacterium. Bactérias ruminais, especialmente as
celuloliticas, incluindo Ruminococcus albus, R. flavefaciens, e Fibrobacter
succinogenes, sintetizam enzimas (como glutamato desidrogenase e glutamina
sintetase) e podem incorporar aménia e esqueleto de carbono e sintetizar seu
préprio aminoacido para crescimento bacteriano (Antonopoulos et al., 2003;

Atasoglu et al., 1999).
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Também foi possivel a identificacdo de 137 géneros e 407 espécies de
bactérias. No grafico 2 é possivel verificar as que apresentaram diferencas

estatisticas entre os tratamentos (p<0,10).
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Grafico 2: Abundancia de espécies bacterianas em animais suplementados com
diferentes fontes proteicas (GLU = Suplementacédo proteica com gluten de milho

60 (PNDR) e sal mineral; SMU = Suplementacdo com ureia (PDR) e sal mineral)

O GLU reduziu a abundéncia no ramen dos géneros Eubacterium,
Prevotellaceae, Anaerolineaceae, Absconditabacteria, Ruminococcaceae,

Verrucomicrobia, Lachnospiraceae, Coriobacteriaceae. @ As  bactérias
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identificadas foram Eubacterium saphenum (P = 0,028, foldchange: -0,059),
Prevotellaceae UCG-004 (p-valor: 0,028, foldchange: -0,117),
Anaerolineaceae (URB) (p-valor: 0,028, foldchange: -0,703), Eubacterium
nodatum (p-valor: 0,042, foldchange: -0,216), SR1 (Absconditabacteria) (p-
valor: 0,043, foldchange: -0,066) Ruminococcaceae NK4A214 (p-valor:
0,067, foldchange: -0,083) Verrucomicrobia LD1-PB (URB) (p-valor: 0,067,
foldchange: -0,390), Ruminococcaceae UCG-002 (p-valor: 0,067, foldchange: -
0,390), Eubacterium coprostanoligenes (p-valor: 0,079, foldchange:
-0,023), Lachnospiraceae NK3A20 (p-valor: 0,079, foldchange:-0,023)
Coriobacteriaceae (URB) (p-valor: 0,090, foldchange: -0,375),
Lachnospiraceae_other (URB) (p-valor: 0,090, foldchange:  -0,209).
Quando os animais foram suplementados com GLU houve aumento na
abundancia dos géneros bacterianos Ruminococcus, Eryspelotrichaceae,
Thermoplasmatales, Lachnospiraceae, Anaeroplasma, Ruminiclostridium,
Christensenellaceae, Papillibacter, Oligoflexales, Spirochaetaceae, Eubacterium
e Anaerotroncus. Neste tratamento, as bactérias identificadas foram
Ruminococcus 1 (p-valor: 0,027, foldchange: 0,390) Erysipelotrichaceae
UCG-004 (p- valor: 0,027, foldchange: 0,567), Thermoplasmatales Incertae
Sedis (p-valor: 0,027, foldchange: 0,569), Lachnospiraceae XPB1014 (p-
valor:0,042, foldchange: 0,242), Anaeroplasma spp. (p-valor: 0,043,
foldchange: 0,445), Ruminococcus 2 (p-valor: 0,042, foldchange:
1.595.343.982), Ruminiclostridium 6 (p-valor: 0,062, foldchange: 0,071),
Christensenellaceae (p-valor: 0,062, foldchange: 0,128), Papillibacter spp.

(p-valor: 0,062, foldchange: 0,192), Oligoflexales 0319-6G20 (URB) (p-
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valor: 0,074, foldchange: 0,250) Spirochaetaceae (URB) (p-valor: 0,079,
foldchange: 0,47), Eubacterium halli (p-valor: 0,090, foldchange: 12.467),
Anaerotroncus spp. (p-valor: 0,046, foldchange: 0,061), Eubacterium
ruminantium (p-valor: 0,017, foldchange: 0,308).

Em relacdo aos géneros e espécie das bactérias em que houve variacao
na abundancia, pode-se destacar dois em que a abundancia foi maior do que os
demais, sendo eles a espécie Eubacterium hallii (p-valor: 0,090, foldchange:
12.467) e o género Ruminococcus 2 (p-valor: 0,042, foldchange: 1.595.343.982),
ambos na dieta GLU. Ambas as espécies foram encontradas em maior
abundéancia no rumen dos animais suplementados com GLU, provavelmente
este fato se deve a preferéncia destes microrganismos por peptideos e
aminoacidos para seu crescimento, pois embora a GLU tenha em sua
composicdo maior parte de PNDR (70%), esta fonte é capaz de fornecer 30% de
proteina verdadeira degradada no raimen, a qual estimulou o crescimento destes
géneros.

O género Ruminococcus 2, o qual teve uma abundancia mais elevada
quando houve na suplementagcdo com GLU, quando comparado aos outros
géneros encontrados, pertencente ao filo Firmicutes (Kim et al., 2011), os quais
sao degradadores de carboidratos e fibras, como a celulose e hemicelulose
(Krause et al.,, 2013). Este género foi avaliado como distribuido na grande
maioria dos ruminantes existentes, sendo cerca de 3,6% da populagcao presente
no ramen, de forma que ha evidéncias de que sua atuagdo no rumen seja alta,
em relacdo a quantidade populacional (Henderson et al., 2015; Gaffney et al.,

2021).
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Uma das espécies conhecidas e descritas deste género € a
Ruminococcus bromii, ja foi isolada em animais ruminantes e seres humanos
sendo uma bactéria que digere amido e tem papel importante no rimen (Stewart
e Bryant 1988). A Eubacterium halli, outra espécie de bactéria que também
pertence ao filo Firmicutes (Kim et al.,, 2011), é altamente encontrada no
intestino, sendo um dos responsaveis pela producéo de acidos graxos de cadeia
curta e o metabolismo de producéo (Clarissa et al., 2017). Este género pode
aumentar as concentracdes de butirato no contetdo fecal e modificar o contetudo
de acidos biliares (Li et al., 2020).

Um estudo de Parra et al. (2022), que comparou dietas com baixa (8,8%)
e alta (13,5%) quantidades de proteinas brutas para avaliar a diversidade e
composicao de bactérias no rimen de bovinos, apresentou maior quantidade de
Firmicutes na dieta de baixa proteina quando comparado com alta proteina,
assim como no nosso trabalho. Segundo o mesmo autor, os achados de ambos
0s estudos confirmam que a variabilidade bacteriana encontrada em dietas com
menor quantidade de proteina pode ser embasada em mecanismos alternativos
para suprir o crescimento de bactérias e a adaptacdo dos microrganismos a
dietas com pouca proteina. Ademais, a diversidade de bactérias encontradas
demonstra que as populagfes de bactérias ruminais pode mudar entre animais,
aumentando ainda mais a quantidade de formas de adaptacdo a baixa

guantidade de proteina (Parra et al., 2022).
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6. CONCLUSAO

Animais suplementados com ureia (SMU) apresentaram maior
abundéncia do filo Firmicutes. No entanto, animais que receberam GLU
apresentou maior abundancia da espécie Eubacterium halli e do género
Ruminococcus 2, sugerindo que o crescimento destes microrganismos €

dependente de AAs disponiveis.

7. RESUMO

Uma importante estratégia para suprir as deficiéncias nutricionais da forragem
no periodo da seca, para animais na fase de recria, € suplementa-los com fontes
proteicas, uma vez que este nutriente é escasso em forrageiras tropicais neste
periodo. Com o presente estudo objetivou-se caracterizar a diversidade
bacteriana de novilhos Nelore suplementados com proteina ndo degradavel no
ramen (PNDR - gluten de milho) ou proteina degradavel no ramen (PDR -ureia),
em pastagens, durante o periodo das secas. Foram utilizados 8 novilhos da raca
Nelore, castrados, canulados no riumen e duodeno, dispostos em quatro
quadrado latino (2x2, 2 tratamentos e 2 periodos) simultaneos, mantidos um
animal em cada piguete experimental. O experimento consistiu em dois
tratamentos, e dois periodos experimentais de 27 dias cada (26 dias de
adaptacao do animal ao tratamento e 1 dias de coleta), sendo SMU (PDR):
animais em pastagem que receberam ureia e sal mineral; GLU (PNDR): animais

suplementados com 0,3% do peso vivo com gluten de milho 60 e sal mineral. As
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coletas para diversidade bacteriana do ambiente ruminal ocorreram antes da
suplementacdo dos animais, através da canula ruminal, no sétimo dia de cada
periodo de coleta (27° dia de cada periodo experimental). A extracdo do DNA foi
realizada utilizando 200 mg do pellet microbiano e o Kit de extracdo Quick-
DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit. O método utilizado para a identificacéo
e quantificacdo da diversidade bacteriana ruminal foi o sequenciamento da
regidao V4/V5 do gene 16S rRNA bacteriano, os dados obtidos foram
processados por meio do QIIME software package. Os resultados foram
analisados em delineamento quadrado latino (2x2) quadruplicado. O modelo
para analise estatistica incluiu o efeito fixo de tratamento, e como efeitos
aleatdrios corrigir como anterior. A PNDR néo influenciou a riqueza e diversidade
e composicao bacteriana no ramen. O filo Firmicutes foi mais abundante no
rimen dos animais quando receberam SMU (p=0,018). A suplementacédo
proteica com PNDR (glitem de milho) ou PDR (ureia) modificou o ambiente
ruminal a nivel de filo.

Palavras chaves: Nutricdo animal, microbiologia rdamen, metabolismo,

suplementos dietéticos, proteina, digestibilidade.

8. SUMMARY

Important strategy to overcome nutritional deficiencies of forage in the dry period,
for animals in the rearing phase, is supplement with protein sources, because this
nutrient is scarce in tropical forages in this period. The present study aimed to

characterize the bacterial diversity of Nelore steers supplemented with rumen
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undegradable protein (RUP - corn gluten) or rumen degradable protein (RDP -
urea), in pastures, during the dry period. Eight castrated Nelore steers,
cannulated in the rumen and duodenum, were used, arranged in four
simultaneous latin squares (2x2, 2 treatments and 2 periods), with one animal in
each experimental plot. The experiment consisted of two treatments, and two
experimental periods of 27 days each (26 days of animal adaptation to treatment
and 1 day of collection), being SMU (RDP): animals in pasture that received urea
and mineral salt; GLU (RUP): animals supplemented with 0.3% of live weight with
corn gluten 60 and mineral salt. The collections for bacterial diversity of the
ruminal environment occurred before supplementation of the animals, through
the ruminal cannula, on the seventh day of each collection period (27th day of
each experimental period). DNA extraction was performed using 200 mg of the
microbial pellet and the Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Extraction Kit.
The method used for the identification and quantification of rumen bacterial
diversity was sequencing of the V4/V5 region of the bacterial 16S rRNA gene,
the data obtained were processed using the QIIME software package. The results
were analyzed in a quadruplicate (2x2) Latin square design. The model for
statistical analysis included the fixed effect of treatment, and as random effects
the effect of animal, and period. RUP PNDR did not influence bacterial richness,
diversity and composition in the rumen. The phylum Firmicutes showed
significant difference between treatments (p=0.018), being more abundant in the
rumen of animals when receiving SMU. Protein supplementation with RUP (corn

gluten) or RDP (urea) modified the rumen environment at the phylum level.
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