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QUANTIFICACAO MOLECULAR DE BACTERIAS RUMINAIS, PARAMETROS
RUMINAIS E DIGESTIBILIDADE DAS DIETAS DE NOVILHOS ALIMENTADOS
COM DIFERENTES RELACOES DE VOLUMOSO: CONCENTRADO NA DIETA

RESUMO - Este experimento teve como objetivo caracterizar o efeito de quatro
relacdes V:C sobre a microbiologia do rimen, os parametros de fermentac&o ruminal,
consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes em novilhos Nelore. Foram
utilizados oito novilhos Nelore (280+8 kg PV), canulados no ramen, distribuidos em
um duplo quadrado latino 4x4 balanceados para o controle do efeito residual. O
experimento foi dividido em 4 periodos de 21 dias cada. A diminuicdo da relacdo V:C
70:30 para 20:80 reduziu (P<0,05) a proporcao relativa de Ruminococcus albus e
Ruminococcus flavefaciens no ambiente ruminal, mas ndo comprometeu a populagéao
de Fibrobacter succinogenes (P<0,05) e aumentou a propor¢cdo de Selenomonas
ruminantium (P<0,05), e de Streptococcus bovis (P<0,10). A populacado total de
protozoarios foi semelhante (206.33 x104/mL) em todas as relagfes V:C (P>0,05), em
gue o género Entodinium foi mais representativo (99,28%). Relagcbes com até 60% de
inclusdo de concentrado nao influenciaram o pH médio do ramen (6,28) (P>0,05). A
concentragao ruminal total de AGCC, assim como a relacéo acetato: propionato nao
foram influenciados pelas relagdes V:C (P>0,05), mas na relacdo V20:C80 observou-
se maior concentragao de acido propionico (P>0,05). O consumo de FDNcp diminuiu
com o aumento de concentrado e diminuicdo de volumoso nas dietas (P<0,05) e a
relacéo 20:80 permitiu maior consumo de NDT (P<0,05). A digestibilidade da MS, MO
e PB foi menor na relacdo 70:30 (P<0,05). Dietas com maior propor¢cao de
concentrado, geram um pH ruminal baixo, e inibem o crescimento das bactérias
celuloliticas R. Albus e R. Flavefaciens, aumentam a concentracdo de acido

propiénico e a proporcédo de S. Ruminantium no ramen.

Palavras-Chave: bactérias celuloliticas, Selenomonas ruminantium, PCR em

tempo real, pH, proteina microbiana.



MEASUREMENT OF MOLECULAR RUMINAL BACTERIA, AND PARAMETERS
RUMINAL DIGESTIBILITY OF DIETS OF STEERS FED WITH DIFFERENT
RELATIONSHIPS FORAGE: CONCENTRATE ON DIET

ABSTRACT - This experiment aimed to characterize the effect of four
forage:concentrate (F:C) ratios on the microbiology of the rumen, ruminal fermentation
parameters, consumption and nutrient digestibility in Nellore steers. Eight Nellore
steers (280 + 8 kg BW), cannulated in the rumen, were distributed in a double 4x4 Latin
Square balanced for control of residual effect. The experiment was divided into 4
periods of 21 days each. The decrease of the ratio F:C 70:30 to 20:80 decreased (P
<0.05) the relative proportion of Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens in
the rumen, but did not affect population of Fibrobacter succinogenes (P <0.05) and
increased the proportion of Selenomonas ruminantium (P <0.05), and Streptococcus
bovis (P <0.10). The total protozoa population were similar (206.33 x104/mL) in all
ratios F:C (P> 0.05), whith the most representative genus being Entodinium (99.28%).
With up to 60% of concentrate did not influence the average rumen pH (6.28) (P> 0.05).
The total rumen SCFA concentration, and the acetate: propionate ratio were not
influenced by the ratio F:C (P> 0.05), however the F20: C80 ratio resulted in higher
concentration of propionic acid (P> 0.05 ). NDFap consumption decreased with
decreasing F:C ratio (P <0.05) and the ratio 20:80 allowed dietary TDN intake (P
<0.05). The digestibility of DM, OM and CP was lower in the 70:30 (P <0.05). Diets
with more concentrate, generate a low ruminal pH and inhibit the growth of cellulolytic
bacteria R. Albus and R. Flavefaciens, increases the propionic acid concentration and

the proportion of S. Ruminantium in the rumen.

Keywords: cellulolytic bacteria, Selenomonas ruminantium, real-time PCR, pH,

microbial protein.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A pecuéria é uma destacada atividade no setor econdmico brasileiro com
potencial para a geracdo de empregos, renda e alimento nobre para a populacéo. No
cenario mundial, o Brasil se destaca como o maior possuidor do rebanho comercial
de bovinos com cerca de 212,8 milhdes de cabecas (IBGE, 2011). A pecuéaria de corte
intensiva pode contribuir de maneira significativa na promoc¢ao do desenvolvimento do
setor de producéo de carne bovina no pais, uma vez que favorece a utilizacéo racional
dos fatores de producédo, do potencial e da diversidade genética animal e vegetal
(ALENCAR; POTT, 2003).

As dietas no sistema de bovinos confinados incluem basicamente alimentos
volumosos e concentrados, sendo que o principal volumoso utilizado € a silagem,
principalmente de milho. O balanceamento e a relacdo volumoso:concentrado (V:C)
da dieta para bovinos de corte depende da qualidade do volumoso e da ragao
concentrada, como também da necessidade de ganho de peso diario para os animais
(CARDOSO, 2000).

As mudancas na relacdo V:C nas dietas podem afetar as caracteristicas de
fermentacédo ruminal tais como o pH e a producéo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) (SCHWARTZKOPF-GENSWEIN et al., 2003). Tem sido documentados
efeitos das mudancas do pH e da concentracdo de AGCC no rumen sobre a atividade
dos microrganismos ruminais (GOAD et al., 1998; PALMONARI et al., 2010). Dietas
baixas em fibra e que tendem a ter altas taxas de digestdo e producdo de AGCC
geram um pH ruminal baixo (<6,0), que exerce efeitos negativos nos microrganismos
celuloliticos do rumen, podendo inclusive diminuir a populacdo de bactérias
amiloliticas (MARTIN et al., 2002; NAGARAJA; TITGEMEYER, 2007). Assim, dietas
com alta propor¢do de concentrado além de influenciar a populacdo de
microrganismos ruminais, podem também diminuir a digestibilidade da dieta (OWENS
et al., 1998) e o consumo de alimento (STOCK et al., 1995).

A pesquisa da microbiologia ruminal associada a producdo animal, busca a

maximizagcdo do uso dos alimentos por meio da geracdo de conhecimentos sobre a



biodiversidade e as interrelacdes das diferentes populagdes microbianas do riamen
gue permitam fornecer condi¢cdes essenciais para o seu funcionamento, resultando na
otimizacao da fermentacao e da digestédo da dieta.

Poucos estudos tém caracterizado o ambiente ruminal em bovinos de corte
alimentados com dietas com diferentes relacdes de V:C, principalmente referentes a
silagem de milho. Estudos de como essa relagdo pode influenciar a ingestdo de
nutrientes, bem como a utilizacao dos alimentos e o perfil da microbiota do rimen séo
fundamentais para formular e manipular as dietas utilizadas, visando a maxima
eficiéncia da mesma. O uso da biologia molecular na identificacdo das bactérias
ruminais € uma ferramenta inovadora e eficiente, caracterizando de forma mais

precisa e rapida o perfil da microbiota ruminal presente.

Relacdo volumoso: concentrado no metabolismo ruminal

A alimentacao, fator prioritario do sistema de confinamento de bovinos, é
geralmente composta por dietas que compreendem a utilizagdo de alimentos
volumosos associados a alimentos concentrados. O balanceamento e a propor¢ao de
volumoso e concentrado (V:C) das dietas para bovinos de corte depende da qualidade
do volumoso e da racdo concentrada, como também da necessidade de ganho de
peso diario para os animais (CARDOSO, 2000).

A relagao V:C da dieta pode influenciar o consumo dos nutrientes. O consumo
de alimentos é funcdo do animal, do alimento, das condi¢cdes de alimentacdo, bem
como dos fatores do meio ambiente que envolve temperatura e duracdo do dia
(MERTENS, 1994). Assim, a saciedade pode ser um fator fisiolégico limitante do
consumo para dietas com alto teor de concentrados e elevada densidade energética.
Por outro lado, os fatores fisicos predominam no controle do consumo de dietas com
alta proporgcéo de volumoso, podendo limitar o0 consumo pelo volume ocupado pela
dieta e pela capacidade anatémica do ramen-reticulo, restringindo a ingestdo de
energia e proteina, fatores nutricionais que mais limitam o crescimento microbiano
(CLARK et al., 1992).

Diversos estudos tem avaliado o efeito da relagdo V:C sobre o consumo dos
nutrientes. Biirger et al. (2000a), itavo et al. (2002) e Agle et al. (2010) ao testarem
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diferentes relagbes V:C para bovinos, utilizando feno de capim como fonte de
volumoso, ndo encontraram mudanc¢as nos consumos de matéria seca (MS) e matéria
organica (MO) das dietas. Ja Putrino et al. (2007) ao trabalharem com novilhos Nelore
alimentados com as relagdes V:C de 20:80, 40:60, 60:40 e 20;80, utilizando a silagem
de milho como fonte de volumoso, observaram um comportamento quadratico com
consumo de MS maximo (%PV) estimado com a relagéo V:C de 60:40.

Estudos realizados por Carvalho et al. (1997a), Tibo et al. (2000a), Araujo et al.
(1998), Lechartier e Peyraud (2010) mostraram que com 0 aumento nas proporc¢des
de concentrado das racdes, ocorre uma reducao linear no consumo da fibra em
detergente neutro (FDN). Por outro lado, Lechartier e Peyraud (2010) observaram
aumento no consumo de MS, MO e proteina bruta (PB) em bovinos, quando a relacao
V:C diminuiu de 50:50 para 35:65. Dias et al. (2000a) observaram um comportamento
linear crescente no consumo de PB (kg/d e % PV) em bovinos alimentados com as
relagbes 25:75; 37,5:62,5; 50:50; 62,5:37,5 e 75:25.

Segundo Valadares Filho et al. (1987), carboidratos nao-estruturais possuem
coeficiente de digestibilidade aparente total acima de 90% e carboidratos estruturais
préoximos de 50%, o que reflete na menor digestdo da MS nas dietas com maiores
teores de carboidratos estruturais. Varios estudos reportaram o efeito linear positivo
dos coeficientes de digestibilidade aparente total da MS e MO com o0 aumento dos
niveis de concentrado na dieta (ATWELL et al.,1991; BERCHIELLI et al., 1996;
BURGER et al. 2000a). Por outro lado, Putrino et al. (2007) observaram que a
diminuicdo na relacdo V:C na dieta resultou em aumentos lineares nas digestibilidade
total dos nutrientes, com excecéao da digestibilidade aparente da FDN, que ndo sofreu
influéncia do aumento de concentrado. Contudo, Atwell et al. (1991), Araujo et al.
(1998) e itavo et al. (2002) reportaram o decréscimo linear da digestibilidade aparente
da FDN com a diminuicéo da relacéo V:C na dieta de bovinos de corte.

Em ruminantes, a quantidade e composicao da dieta sao variaveis externas que
podem alterar as caracteristicas de fermentacado ruminal tais como o pH e a producéo
de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (SCHWARTZKOPF-GENSWEIN et al.,
2003). A diminuicdo do pH ruminal ocorre, principalmente, apés a ingestdo de
alimentos, especialmente amido, devido a sua rapida taxa de degradacao, em dietas
com alta proporgéo de concentrados, e esta diminuigdo do pH ruminal pode ser muito
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rapido e manter-se durante longos periodos de tempo (JRSKOV, 1986). Franzolin et
al. (2010) mencionaram que essas condi¢cdes ruminais podem mudar o padrédo de
fermentagdo ruminal, j& que pH inferior a 5,5 é nocivo para a sobrevivéncia dos
protozoarios ciliados e pode ocasionar o crescimento de bactérias produtoras de
lactato, desencadeantes de acidose ruminal. Dietas com alta proporcdo de gréaos
podem reduzir ou eliminar completamente as populacdes de protozoarios ciliados, e
essa reducéo ou eliminacdo pode ser atribuida a queda do pH ruminal e a rapida taxa
de passagem (NAGAJARA; TOWNE; BEHARKA, 1992).

As bactérias ruminais sao vitais para a saude e a produtividade do ruminante
(RUSSELL, 2002; WELKIE et al., 2010). A microflora ruminal é altamente sensivel as
alteracfes na idade, dieta e saude do animal hospedeiro (KOCHERGINSKAYA et al.,
2001; Ll et al., 2009). Embora muitas espécies de microrganismos estejam presentes
no rimen durante todo o tempo, a taxa de crescimento e a acado digestiva de cada
espécie podem variar com as condi¢des ruminais. Mudancas que ocorrem no tipo de
microrganismos apoés a alimentacao, podem ser extremas quando a relacao V:C é
alterada, por causa de uma grande variedade de substratos e tamanhos de particulas,
e pelas mudancas no pH ruminal (VALADARES FILHO; PINA, 2011).

Ao aumentar a disponibilidade de carboidratos fermentaveis, o crescimento
microbiano pode ser estimulado (SANTOS; MENDONCA, 2011). No entanto, a
proliferacdo de bactérias celuloliticas estd diretamente correlacionada com a
guantidade de fibra na dieta, e a substituicdo da fibra por carboidratos rapidamente
fermentaveis pode influenciar estes microrganismos e alterar a dindmica do
ecossistema ruminal (TAJIMA et al., 2001; KLIEVE et al., 2003). Diversos estudos em
ruminantes tem demonstrado que em condi¢des ruminais acidas (<6,0) podem reduzir
a atividade das bactérias Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus e
Ruminococcus flavefaciens, fundamentais na degradacdo da fibra, e aumentar a
atividade das bactérias amiloliticas (RUSSELL, 2002; KLIEVE et al.,2003;
NAGARAJA; TITGEMEYER, 2007).

Os AGCC produzidos, juntamente com pequenas quantidades de outros
compostos organicos (metano, diéxido de carbono, lactato e alcool) durante o
processo de fermentacdo ruminal, sdo responsaveis pela a maior fonte de energia

para ruminantes (65 a 75% da energia metabolizavel ingerida) (BERGMAN, 1990). Os
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acidos acético, propidnico e butirico sdo os AGCC predominantes e sao produzidos
principalmente na degradacao da celulose, hemicelulose, pectina, amidos e aglcares
provenientes da dieta. A propor¢cdo de AGCC é influenciada pela dieta e populagéao
microbiana do raimen, e comumente, a relacdo molar de acetato, propionato e butirato,
varia de 75:15:10 a 40:40:20 (VALDARES FILHO; PINA, 2011).

Segundo Pereira e Armentano (2000), quando o conteudo de fibra diminui em
relacéo ao concentrado em dietas para vacas leiteiras, a proporcéo acetato:propionato
produzidos no rumen também diminui. Backes, Sanchez e Gongalves (2001) também
demonstraram que quando os niveis de celulose e hemicelulose aumentam em
relacdo aos niveis de carboidratos solUveis e amido nos alimentos, a relacdo
acetato:propionato produzida no rimen tende aumentar.

A disponibilidade ruminal de energia e nitrogénio séo os fatores nutricionais que
mais limitam o crescimento microbiano (CLARK et al., 1992). A energia para a sintese
de proteina microbiana € oriunda principalmente dos carboidratos dietéticos cuja fonte
pode afetar o crescimento microbiano. Se os carboidratos nao-estruturais estiverem
em alta proporcdo na racdo e o pH for mantido, os microrganismos fermentadores
deste substrato vao crescer rapidamente, resultando em aumento da producéo
microbiana. Por outro lado, se houver acimulo de acido latico, ocorrera diminuicédo do
pH e alteracdo na ecologia microbiana e no consumo de matéria seca (SNIFFEN;
ROBINSON, 1987).

Goncalves et al. (2001) avaliaram o efeito da relacdo V:C sobre a variacéo do
pH ruminal em cabras leiteiras e observaram um decréscimo linear do pH
concomitante com o aumento do nivel de concentrado na dieta. Blirger et al. (2000b)
observaram o mesmo comportamento em bovinos confinados mesticos alimentados
com feno de capim como fonte de volumoso e relagcdes V:C de 70:30, 55:45, 40:60,
25:75 e 10:90. Resultados similares foram encontrados por Ladeira et al. (1999), que
testaram as relagdes V:C de 75:25; 62,5:37,5; 50:50; 37,5:62,5 e 25:75 em novilhos
confinados, utilizando fenos de capim braquiéria e coast-cross, em propor¢des iguais
como fonte de volumoso.

A concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs) no rimen é indispensavel
para o crescimento microbiano, desde que associada a fontes de energia (COELHO
DA SILVA; LEAO, 1979). Sua determinacdo permite o conhecimento do
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desbalanceamento na digestdo da proteina, pois, quando héa altas concentracdes de
amonia, pode ocorrer excesso de proteina dietética degradada no rimen e/ou baixa
concentracao de carboidratos degradados no raimen. Segundo Stern e Hoover (1979),
40 a 100% do nitrogénio microbiano podem ser derivados do N amoniacal. Morrison
e Mackie (1996) relataram que mais de 80% das bactérias ruminais podem crescer
tendo amdnia como Unica fonte de nitrogénio.

A concentragdo minima de N-NHs necessaria para manter maxima taxa de
crescimento microbiano varia de acordo com a fermentacao da dieta. H4 variagdo nos
dados relatados na literatura sobre os valores das concentragdes de N-NHsz ruminal
requeridos para atender o crescimento maximo dos microrganismos ruminais: 5 mg/dL
(SATTER; ROFFLER, 1975); 23,5 mg/dL (MEHREZ et al., 1977); 9 mg/dL e 29 mg/dL
(HUME et al.,, 1970 e MILLER, 1973, citados, respectivamente por STERN e
HOOVER, 1979); 6,3 a 27,5 mg/dL (ORTEGA et al., 1979); e 3,3 a 8,5 mg/dL (KANG-
MERZNARICH; BRODERICK, 1981). Van Soest (1994) citou como nivel étimo 10 mg
de N-NHz/dL. Entretanto, este valor ndo deve ser considerado como um numero fixo,
uma vez que a capacidade de sintese de proteina e captacdo de amonia pelas
bactérias depende da taxa de fermentacao dos carboidratos.

Estudos com diferentes relacdes V:C na dieta relatam maiores concentracdes
de N-NHs no rumen, quando bovinos foram alimentados com dietas com maiores
relacdes V:C (CARVALHO, 1997b; SOITA et al., 2003; AGLE et al., 2010). Entretanto,
Ladeira et al. (1999) e Lechartier e Peyraud (2010) reportaram aumento linear das
concentracfes maximas de amoénia ruminal quando os animais receberam dietas com
menor relagéo V:C.

A eficiéncia da utilizacdo de N-NHs pelos microrganismos para a sintese
microbiana depende, entre outros fatores, da disponibilidade de energia no rimen
(SANTOS; MENDONCA, 2011). De acordo com o NRC (1996), 50 a 100% da proteina
metabolizavel exigida pelo bovino de corte pode ser atendida pela proteina de origem
microbiana. Segundo Kozloski (2011), o suprimento de proteina para o duodeno
consiste da proteina microbiana sintetizada no rumen, proteina dietética ndo-
degradada e proteina enddgena.

Em estudos sobre eficiéncia de sintese microbiana, Hagemeister, Lipping e
Kaufmann, (1981) relataram os valores de 18,0; 22,0; e 16,8 g/100 g de matéria
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organica digerivel no ramen (MODR), para os niveis de 0 a 20%, 30 a 70% e 70 a
100% de concentrado, respectivamente. Esses autores verificaram que a alteracdo da
relacdo V:C na dieta poderia influir no crescimento microbiano, em razao da variagéo
na disponibilidade de energia. Entretanto, Dias et al. (2000), ndo observaram efeito
da variacdo na relacdo V:C na dieta sobre a eficiéncia microbiana, em novilhos
alimentados com relag6es V:C 20:80, 40:60, 60:40 e 80:20. Porém, Tibo et al. (2000b)
encontraram efeito linear do nivel de concentrado sobre a eficiéncia microbiana,
novilhos confinados alimentados com dietas com as relacdes V:C de 75:25; 62,5:37,5;
50:50; 37,5:62,5 e 25:75 ao utilizarem feno de capim como fonte de volumoso.

Utilizagdo de gPCR para estudo dos microrganismos ruminais

O ruminante é dotado de um sistema digestivo caracteristico que permite a
digestdo de alimentos fibrosos, transformando-os em produtos nutritivos Uteis,
possibilitando a conversédo de celulose e outros polissacarideos presentes na parede
celular de vegetais em energia para a producéo de carne, leite, 1a e/ou trabalho motor
(SAMPAIO et al., 2000).

Segundo a classificacdo proposta por Woese et al. (1990), o rimen é um
ambiente colonizado por trés dominios, sendo estes: Bacteria (Bactérias), Archaea
(Aquéias) e Eucarya (Fungos e Protozoarios). Estes diferentes microrganismos
compdem uma complexa comunidade onde interage um com outro, desempenhando
papeis importantes na digestao de substratos e no fornecimento de nutrientes para o
hospedeiro na forma de acidos graxos de cadeia curta e proteina microbiana (VAN
SOEST, 1994).

Historicamente, a maior parte dos conhecimentos da composi¢cdo microbiana
do ramen surgiu pelo uso de métodos tradicionais como a técnica “roll tube”
(HUNGATE, 1969). No entanto, alguns microrganismos nao podem ser cultivados com
técnicas correntes, enquanto 0s microrganismos em culturas representam apenas
uma pequena fracdo de comunidades microbianas naturais e, portanto, a diversidade
microbiana é grosseiramente subestimada (AMANN et al., 1995; WINTZINGERODE
et al., 1997).
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O estudo dos microrganismos ruminais, principalmente das bactérias, vem se
tornando alvo de varias pesquisas, principalmente apdés o advento da biologia
molecular, com possibilidade de identificar e quantificar microrganismos independente
de técnicas de cultivo.

Como foi sugerido por Kobayashi (2006), os métodos moleculares permitiram
a geracdo de conhecimentos basicos sobre a ecologia microbiana ruminal e do
restante do trato digestorio, cuja utilidade para a producdo animal comecou a ser
explorada. O fundamento das técnicas moleculares para estudo da ecologia
microbiana é a andlise de seqiéncias do 16S/18S rDNA, a qual possibilita a
classificacdo em bases filogenéticas que por sua vez permite 0 contagem e a
identificagdo de membros de uma determinada microbiota (WHITFORD et al., 1998;
TAJIMA et al., 1999)

Diferentes técnicas em biologia molecular podem ser usadas na caracterizacao
de amostras ambientais, dependendo do objetivo e da abordagem que pode ser
quantitativa ou qualitativa. Técnicas de biologia molecular baseadas na anélise dos
acidos nucléicos séo cada vez mais usadas para a caracterizacdo de comunidades
microbianas complexas, sem etapa de cultivo in vitro.

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(gPCR) combina a amplificacéo de um alvo especifico com métodos de quantificacéo,
por intermédio de medidas da fluorescéncia associada a sintese de um “amplicon” ao
longo dos ciclos da PCR. O limiar de deteccdo de fluorescéncia da gPCR é
denominado o ThresholdCycle (CT), que é o ponto onde a curva de amplificacdo
ultrapassa a linha de limiar e entra em uma fase exponencial. Como resultado, gPCR
pode medir a densidade relativa de moléculas alvo, comparando o valor CT com uma
referéncia, ou medir a quantidade absoluta dos fragmentos tendo como referéncia um
padrdo externo (ZHOU et al., 2011). Desta forma, na qPCR é detectada uma
fluorescéncia referente a quantidade de amplicons acumulados a cada ciclo, que é
proporcional a quantidade inicial do DNA alvo. Esta técnica constitui o principal
método para a quantificacao de bactérias ruminais, requer pouco tempo e apresenta
altas sensibilidade e confiabilidade (KOBAYASHI et al.,2000; TAJIMA et al.,2001).

Dentre as diversas técnicas moleculares que nos permite acessar a microbiata

ruminal, a qPCR € a técnica que mais vem sendo utilizada por diversos autores (MAO
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et al.,, 2010; KONGMUN et al., 2011; MARTINON, CRONIN e WILKINSON, 2012;
JAMI e MIZRAHI, 2012; LIU et al., 2012; TORAL et al., 2012) devido a sua alta
sensibilidade em quantificar de forma mais acurada as sequéncias de DNA
especificas para cada espécie, e a possibilidade de uma rapida avaliacdo da resposta
dos microrganismos as dietas oferecidas.

A extracdo e a purificagdo de acidos nucléicos a partir de diversas amostras
experimentais € uma etapa crucial para se obter alta eficiéncia de amplificacdo nos
protocolos que usam a reagédo em cadeia da polimerase (PCR) (EMBRAPA, 2007).
Varios métodos de extragdo de DNA, incluindo kits comerciais, tém sido desenvolvidos
para utilizacdo em amostras de contetdo ruminal no mundo todo (TAJIMA et al., 2001;
SHARMA, et al., 2003; YU e MORRISON, 2004; CHAUDHERY, SIROHI e KUMAR,
2011; PERS-KAMCZYC et al., 2011).

O estudo da microbiota ruminal deve ser encarado como importante area de
pesquisa estratégica (RUSSELL, 2002), pois ha um potencial de desenvolvimento da
produtividade da pecuéria tropical baseado no conhecimento detalhado da microbiota

ruminal e dos parametros que a afetam diretamente.

2. OBJETIVOS

Objetivou-se com este estudo caracterizar as alteracbes na microbiologia
ruminal, parametros ruminais, consumo, digestibilidade das dietas e a eficiéncia de
sintese microbiana, em novilhos confinados alimentados com diferentes relacdes

volumoso:concentrado, utilizando como fonte de volumoso a silagem de milho.
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CAPITULO 2 - MICRORGANISMOS RUMINAS E PARAMETROS DE
FERMENTACAO EM FUNCAO DA RELACAO VOLUMOSO:CONCENTRADO DA
DIETA EM NOVILHOS NELORE

RESUMO - Este experimento teve como objetivo caracterizar o efeito de quatro
relacdes V:C sobre a microbiologia do rimen, os parametros de fermentacao ruminal,
consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes em novilhos Nelore. Foram
utilizados oito novilhos Nelore (280+8 kg PV), canulados no rimen, distribuidos em
um duplo quadrado latino 4x4 balanceados para o controle do efeito residual. O
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experimento foi dividido em 4 periodos de 21 dias cada. A diminui¢do da relagéo V:C
70:30 para 20:80 reduziu (P<0,05) a proporcao relativa de Ruminococcus albus e
Ruminococcus flavefaciens no ambiente ruminal, mas ndo comprometeu a populagéao
de Fibrobacter succinogenes (P<0,05) e aumentou a propor¢cdo de Selenomonas
ruminantium (P<0,05), e de Streptococcus bovis (P<0,10). A populacao total de
protozoarios foi semelhante (206.33 x104/mL) em todas as relagbes V:C (P>0,05), em
gue o género Entodinium foi mais representativo (99,28%). Relacbes com até 60% de
inclusdo de concentrado nao influenciaram o pH médio do ramen (6,28) (P>0,05). A
concentragcao ruminal total de AGCC, assim como a relacdo acetato: propionato nao
foram influenciados pelas rela¢gbes V:C (P>0,05), mas na relacédo V20:C80 observou-
se maior concentracao de acido propiénico (P>0,05). O consumo de FDNcp diminuiu
com o aumento de concentrado e diminui¢cdo de volumoso nas dietas (P<0,05) e a
relacéo 20:80 permitiu maior consumo de NDT (P<0,05). A digestibilidade da MS, MO
e PB foi menor na relacdo 70:30 (P<0,05). Dietas com maior propor¢cao de
concentrado, geram um pH ruminal baixo, e inibem o crescimento das bactérias
celuloliticas R. Albus e R. Flavefaciens, aumentam a concentracdo de acido

propiénico e a proporcdo de S. Ruminantium no ramen.

Palavras-Chave: bactérias celuloliticas, Selenomonas ruminantium, PCR em

tempo real, pH, proteina microbiana.

1. INTRODUCAO

A simbiose existente entre o hospedeiro e a microbiota ruminal é responsavel
pela capacidade do ruminante de degradar celulose e obter produtos nutritivos Uteis.
Os microrganismos que conformam estd microbiota sdo altamente sensiveis as
alteracbes na idade, dieta e saude do animal hospedeiro. Assim, em bovinos
saudaveis, a composicao da dieta € um importante fator responséavel pelas mudancas

na estrutura das popula¢gdes microbianas do raimen (WELKIE et al. 2010).
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Com o aumento da demanda de carne no mercado mundial, o uso de sistemas
em confinamento € uma opcgdo para intensificar o sistema produtivo, sendo
imprescindivel o uso de concentrado nas dietas. E nessa condi¢cdo, a escolha da
melhor relacdo volumoso:concentrado (V:C) da dieta a ser utilizada para ruminantes,
deve atender as exigéncias nutricionais e minimizar as perdas energéticas.

Em ruminantes, varios parametros nutricionais podem ser influenciados pela
relacéo V:C das dietas, principalmente as caracteristicas de fermentac&o ruminal, tais
como o pH e a producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
(SCHWARTZKOPF-GENSWEIN et al., 2003). Tem sido documentados efeitos dessas
mudancas no rimen sobre a atividade dos microrganismos ruminais (PALMONARI et
al., 2010), por exemplo, dietas com uma menor relagdo V:C, podem estimular o
crescimento microbiano ao aumentar a disponibilidade de carboidratos fermentaveis
na dieta. Entretanto, essas dietas sao baixas em fibra e tendem a ter rapidas taxas de
digestdo e producédo de AGCC, o que pode gerar pH ruminal baixo (<6,0) (YANG,;
BEAUCHEMIN, 2009). Essas condi¢cdes no rumen podem reduzir a atividade de
microrganismos fibroliticos, como as bactérias Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus albus e Ruminococcus flavefaciens, e aumentar a atividade das
bactérias produtoras de lactato (Streptococcus bovis) (NAGARAJA; TITGEMEYER,
2007), podendo levar a uma diminuicao da eficiéncia microbiana, o que, por sua vez,
conduz a uma diminuig&o na digestibilidade e no consumo dos nutrientes (GONZALEZ
et al., 2012).

Por sua vez, dietas com maior relacdo V:C, contém alto contetdo de fibra e
podem limitar o consumo e a digestibilidade dos nutrientes (MERTENS, 1994),
restringindo a disponibilidade de energia e amfnia no rumen, fatores nutricionais que
mais limitam o crescimento microbiano (CLARK et al.,, 1992). A alimentacdo de
ruminantes com altos niveis de celulose e hemicelulose tende aumentar a relacdo
acetato: propionato produzidos no rumen (PEREIRA; ARMENTANO, 2000),
acrescentando as perdas energéticas durante a fermentacao dos alimentos.

Apesar de ser conhecido como a relacdo V:C na dieta afeta a fermentacao
ruminal, poucos estudos tém caracterizado os efeitos no perfil da microbiota ruminal
de bovinos, utilizando técnicas moleculares para identificar e quantificar os

microrganismos do ramen.
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O objetivo deste estudo foi caracterizar as alteracdes na microbiologia ruminal,
pelo método da reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR),
correlacionando os parametros de fermentacdo ruminal, assim como, avaliar o
consumo e a digestibilidade das dietas, de bovinos Nelore alimentados com diferentes

relacdes volumoso:concentrado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e animais

Este trabalho foi desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista nas instalacées do Setor
de Avaliacdo de Alimentos e Digestibilidade pertencente ao Departamento de
Zootecnia.

O periodo experimental teve duracdo de 84 dias e foi composto de quatro
periodos de 21 dias, sendo os 14 primeiros dias para adaptacdo dos animais as dietas
e os ultimos sete dias para coleta de dados.

Foram utilizados oito novilhos Nelore, canulados no rimen, com peso corporal
meédio inicial de 28018 kg e de aproximadamente 24 meses de vida. Os animais
ficaram alojados em baias individuais de 12 m? que continham bebedouro e
comedouro individual, piso de concreto e coberto de telhas, durante os primeiros 16
dias de cada periodo. Os ultimos 5 dias de cada periodo os animais permaneceram
em gaiolas para estudos de metabolismo para as coletas dos dados referentes

digestibilidade e producéo de proteina microbiana.

2.2. Tratamentos

Os tratamentos foram constituidos de quatro dietas experimentais com
diferentes relacbes de V:C (70:30, 60:40, 40:60 e 20:80). Essas dietas foram
formuladas de acordo com o AFRC (1993) e calculadas para maximizar a sintese de
proteina microbiana. O concentrado foi composto de milho moido, farelo de soja,
ureia, e como fonte de volumoso foi utilizada a silagem de milho. A composicao
bromatolégica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais pode ser
observada na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo bromatolégica dos ingredientes utilizados nas dietas
experimentais com base na matéria seca

Ingredientes

g?oTnpacijl(c;’)Zci)ca Silag.em de Milho moido Farelp de Ureia
milho soja
Matéria seca,% 32,3 88,5 86,6 99,0
Matéria organica,% MS 95,2 96,6 92,3 -
Proteina bruta,% MS 7,7 9,1 51,8 289,0
Energia bruta (Mcal/kg) 5,2 4,7 4,7 -
FDNcp,%MS 59,1 12,5 15,8 -
FDA, %MS 33,76 4,94 7,36 -
Lignina, %MS 3,73 0,84 0,29 -
CT, % MS* 84,5 83,6 39,1 -
CNF,%MS* 25,3 715 23,4 -
Extrato etéreo, %MS 3,0 3,9 1,4 -
Matéria mineral, %MS 4.8 3,5 7,3 -
NDT,%MS** 58,1 84,8 78,6 -

FDNcp = fibra insolGvel em detergente neutro corrigido pra cinzas e proteina, FDA = fibra insolGvel em detergente
acido, CT= carboidratos totais, CNF = carboidratos nao estruturais, NDT= nutrientes digestiveis totais. * estimadas
com as equagdes propostas por Sniffen et al. (1992). ** calculado de acordo com Weiss et al. (1992).

A dieta foi fornecida as 6 h diariamente junto com 100 g/animal de mistura
mineral BELLNUTRI®, e as 16 h foi misturada novamente para estimular o consumo.
A composicédo percentual e bromatolégica das dietas em funcéo das relacdes V:C é
apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem dos ingredientes e composicao bromatologica das dietas
experimentais em funcéo das relacdes V:C

Ingrediente Relacéo V:C (% da MS)
70:30 60:40 40:60 20:80
Silagem de Milho 70 60 40 20
Milho moido 23,1 32,3 48,5 69,4
Farelo de Soja 5,5 6,3 9,5 9,0
Ureia 1,2 1,2 14 1,6

Composicao bromatolégica
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Materia seca,% 49,01 54,62 65,16 72,20
Matéria organica, %MS 94,06 94,10 94,62 86,61
Proteina bruta, % MS 13,78 14,42 16,27 17,15
PDR, % MS* 8,02 8,12 8,79 8,57
PNDR, % MS* 2,57 3,99 4,91 5,65
PIDN, %MS 3,36 3,08 2,62 1,99
PIDA,% MS 1,55 1,44 1,24 0,98
FDNcp, % MS 45,04 40,37 32,07 21,65
FDA, % MS 25,18 22,31 17,21 10,83
Hemicelulose, % MS 20,84 18,99 15,72 11,59
Lignina, % MS 2,82 2,53 2,00 1,35
CNF,% MS** 35,61 39,82 47,08 56,84
CT, % MS** 80,64 80,16 79,12 78,44
EB (Mcal/kg) 5,01 4,96 4,89 4,76
EM (Mcal/kg) 3,44 3,32 3,44 3,30
Extrato etéreo, % MS 3,06 3,13 3,24 3,41
NDT, % MS*** 64,63 67,18 72,15 77,57

PDR = Proteina degradavel no rimen, PNDR= Proteina ndo degradavel no rimen, PIDN = proteina insolivel em
detergente neutro, PIDA = proteina insollvel em detergente acido, FDNcp = fibra insolGvel em detergente neutro
corrigido para cinzas e proteina, CT = carboidratos totais, CNF = Carboidratos nao estruturais, EB= energia bruta,
EM= energia metabolizavel, NDT= nutrientes digestiveis totais.* estimados pelas pelas tabelas brasileireiras de
composigéo de alimentos para bovinos Valadares Filho et al. (2010). * *estimadas com as equag8es propostas por
Sniffen et al. (1992). *** calculado de acordo com Weiss et al. (1992).

2.3. Consumo e digestibilidade dos nutrientes

Os alimentos foram amostrados no inicio de cada periodo experimental. As
dietas foram fornecidas para que as sobras néo ultrapassassem 10% do oferecido,
sendo as sobras recolhidas e pesadas diariamente. As amostras das sobras foram
colhidas do 15° ao 20° dia do periodo experimental. Apds o término de cada periodo
foi feito amostra composta das sobras e congelada a -15 °C.

Na determinacédo da producao fecal as amostras de fezes foram recolhidas nas
bandejas metalicas adaptadas as gaiolas para estudo de metabolismo. O total de
fezes produzido por dia por cada animal foi pesado, homogeneizado e retirada uma
amostra (aproximadamente 200g) do total defecado e congelada a -15 °C. Apdés a
secagem e moagem foi formada amostra composta por animal em cada periodo

experimental, para posterior determinacdo dos nutrientes.
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As amostras de alimentos, sobras e fezes foram secas em estufa de circulacao
forcada de ar em temperatura de 55°C por 72 horas, e moidas individualmente em
moinho de martelo com peneira com molha de 1mm.

Nas amostras de fezes, sobras e alimentos foram analisados os teores de
matéria seca (MS), matéria mineral (MN) e extrato etéreo (EE) de acordo com AOAC
(1990).

A energia bruta foi determinada em calorimetro IKA® modelo 2000 Basic,
automatizado. A determinacéo da PB foi pelo método de DUMAS (ETHERIDGE et al.
1998) baseada na liberacdo do N por combustdo em alta temperatura em oxigénio
puro no analisador de nitrogénio LECO (FP-258).

A determinacao da fibra insoltvel em detergente neutro (FDN), fibra insoltvel
em detergente acido (FDA) e lignina (Lig) foi realizada seguindo as recomendacdes
de Mertens (2002), utilizando o método sequencial proposto pela ANKOM Fiber
Analyser (ANKOM® 2000 Technology Corporation, Fairport, NY).

2.4. Parametros ruminais

As coletas de liquido ruminal para a determinacdo do pH, concentracdo de
nitrogénio amoniacal (N-NHs) e concentracbes de AGCC foram realizadas antes (0Oh)
e 02, 04, 06, 08, 10, 12, 14h apdés a alimentacdo matinal dos animais.
Aproximadamente 50 mL de liquido ruminal foram recolhidos apos filtragem em tecido
duplo de algodao e destinados a imediata determinacdo do pH em potencidémetro
digital (ORION 710A, Boston, MA). Em seguida, 20 mL de liquido ruminal foram
acidificados com 0,1 ml de acido sulfurico e armazenados a -15°C para posterior
determinacdo das concentracbes de N-NHs. Outra aliquota de 20 mL de liquido
ruminal foi armazenada a -15°C para determinag¢do da concentracdo dos AGCC. O
contetdo seco da amostra de conteado ruminal retirada foi devolvido ao ramen
imediatamente apés as coletas.

A concentracao de N-NHs foi obtida apds a destilagcdo com KOH 2N, de acordo
com a técnica descrita por Fenner (1965), a qual foi adaptada para uso na destilacéo
Kjeldahl. Na determinacdo da concentracdo de AGCC, as amostras foram
centrifugadas a 13, 000 x g (4° C) durante 30 min, e quantificados por cromatografia

gasosa (GC Shimatzu modelo 20-10, com injecao automatica), usando coluna
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capilares SP-2560 (100 m x 0,25 mm de diametro com 0,02 mm de espessura,
Supelco, Bellefonte, PA) (PALMIQUIST; CONRAD, 1971).

2.5. Producéao de proteina microbiana

Durante os ultimos cinco dias de cada periodo experimental foram realizadas
as coletas totais (24 horas) de urina, utilizando-se sistema coletor de borracha
adaptado ao prepucio dos animais. Os recipientes que receberam a urina continham
200 mL de acido sulfarico a 20%. Ao término da coleta, apés medicao,
homogeneizacéo e filtragem, foram retiradas aliquotas de 10 mL, diluidas em 40 mL
de acido sulfarico 0,0036 N. Estas amostras foram acondicionadas em recipientes
plasticos e armazenadas a -15 °C, para posteriores andlises de alantoina e acido
arico.

As analises dos derivados de purinas (alantoina e acido urico) foram realizadas
pelo método colorimétrico, conforme técnica de Fujihara et al. (1987), descrita por
Chen e Gomes (1992). A eficiéncia de sintese de proteina microbiana (EMPS) foi
expressa em g de proteina microbiana /100 g de matéria organica degradada no
riumen (MODR).

2.6. Microbiologia ruminal

2.6.1. Bactérias ruminais

Os procedimentos para a quantificacdo de bactérias celuloliticas
(Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes e Ruminococcus flavefaciens),
Streptococcus bovis e Selenomonas ruminantium foram realizadas pela técnica de
gPCR, das amostras do conteddo ruminal dos animais alimentados com a relagéo
com maior proporgdo de volumoso V70:C30 e com maior proporgdo de concentrado

V20:C80. Foram escolhidos esses tratamentos devido ao alto custo das analises.

2.6.1.1. Extracdo do DNA metagendmico
Amostras do conteudo ruminal foram coletadas manualmente, através da canula,
antes da alimentagdo matinal dos animais. Cinquenta gramas do contetddo ruminal

foram pesados e adicionou-se inmediatamente 50 mL de tampéao fosfato-salino (pH
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7,4), agitou-se vigorosamente por 3 minutos e posteriormente o contetdo foi filtrado em
tecido com malha de 100 micras. O filtrado foi submetido a centrifugag¢éo de 16000 x g
por 10 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
restante foi ressuspenso em 4 mL de tampao Tris-EDTA (10X, pH 8,0). O conteudo
ressuspenso, foi centrifugado a 16000 x g por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi armazenado sob refrigeracéo (-20 °C).

A extragcdo do DNA metagendmico foi realizada em 250 yL de amostra utilizando
o Kit de extracdo AxyPrep™ Bacterial Genomic DNA Miniprep (Axygen-Biosciences). A
integridade e quantidade do DNA foi verificada em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio (5 mg/mL) e seu tamanho estimado por comparagdo com marcador
1 kbplusDNA ladder (Invitrogen), complementarmente o DNA foi avaliado por
espectrofotometria (Thermo Scientific, NanoDrop™ 1000) para avaliacdo de sua
gualidade e quantidade.

2.6.1.2. Reacao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)

Na quantificacdo da composi¢cao da microbiota ruminal foi realizada gPCR das
Bactérias  Totais, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens,
Ruminococcus albus, Streptococcus bovis e Selenomonas ruminantium, conforme
apresentado na Tabela 3.

As qPCRs (reacdes de 25 uL volumen final) continham 7,5 uL de SYBR®Green
PCR Master Mix (Bio-Rad, Hercules, California, USA), 10 pmol do par dos
oligonucleotideos iniciadores, agua ultra pura (Milli-Q, Millipore Corporation) e 20 ng
do DNA metagendmico. As reac¢des foram conduzidas no aparelho 7500 Real Time
PCR System. Controles negativos foram executados no ensaio, omitindo o DNA

metagendmico.

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores usados neste estudo para quantificacdo de
bactérias ruminais

Primer Sequencia (5’ para 3") ;rimiaémo(gg)
F: CGG CAA CGA CAACCC
Bactérias Totais ! 130

R: CCATTG TAG CACCTG TGT AGC C

Fibrobacter succinogenes? P GTT CGG AAT TAC TGG GCG TAAA 121
R: CGC CTG CCC CTG AACTATC
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Ruminococeus flavefacienst F: CGA ACG GAG ATAATT TGAGTT TACTTA GG 132
R: CGG TCT CTG TAT GTT ATG AGG TAT TACC

Ruminococeus albus? F: CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG 175
R:CCTCCTTGCGGTTAGAACA

Streptococcus bovis? F: TTCCTAGAGATAGGAAGTTTCTTCGG 127
P R: ATGATGGCAACTAACAATAGGGGT

Selenomonas ruminantium? F- GGCGGCGAAGGCAAGTCAGTC 83
R: CCTCTCCTGCACTCAAGAAAGACAG

F = “forward”; R = “reverse”; ! Denman e McSweeney (2006); 2Mosoni et al. (2007); *Khafipour et al. (2009).

6.2. Protozoarios ruminais

Amostras de liquido ruminal para quantificacdo da populacdo de protozoarios
foram colhidas 3 horas apds a alimentacdo dos animais, e diluidas em solucédo de
formalina 50 % para o congelamento. A identificacdo e a quantificacdo dos géneros
de protozoarios ciliados foram realizadas em camara Sedgewick-Rafter, segundo
Dehority (1984), adaptado por D'agosto e Carneiro (1999).

2.7. Delineamento experimental e analise estatistica

Os animais foram distribuidos em duplo quadrado latino 4x4 (quatro
tratamentos e quatro periodos), balanceado para efeito residual.

Os dados de consumo alimentar, digestibilidade, derivados de purinas e
populacdo de protozoarios foram analisados considerando o delineamento em
guadrado latino duplo com efeitos fixos dos tratamentos (3 graus de liberdade (GL)) e
de quadrado latino (1 GL), e efeitos aleatérios de periodo (6 GL), animal (6 GL) e do
erro, utilizando o procedimento MIXED do SAS (verséo 9.2).

Os dados de pH, N-NHz e AGCC foram analisados considerando um
delineamento em quadrado latino duplo com medidas repetidas no tempo. Com efeito
fixo de tratamento (3 GL), de tempo (7 GL), e sua interagcdo (21 GL), e efeitos
aleatorios de periodo (7 GL), animal (7 GL) e do erro. Foi utilizada a estrutura de erros
AR (1) escolhida como a que melhor se ajustava aos dados de acordo com o critério
de informacgao bayesiano (BIC).

Para a quantificacdo das bactérias ruminais foi utilizado um delineamento em
blocos casualizados, com efeitos fixos dos tratamentos (1 grau de liberdade (GL)) e
dos blocos (7 GL) e efeitos aleatérios de periodo (7 GL), animal (7 GL) e do erro.
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Em todas as andlises, as médias foram comparadas usando a opcéo DIFF do

PROC MIXED pelo teste de Tukey, e a significancia foi declarada a P< 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Consumo e digestibilidade das dietas

As relacdes V:C estudadas nao influenciaram o consumo de MS, MO e EE
(P>0,05). Entretanto, os animais alimentados com a relacdo V60:C40 apresentaram
menor ingestao de PB (P<0,05) (Tabela 4). Aingestao de FDNcp foi influenciada pelas
mudancas na relagéo V:C, diminuindo gradualmente com o aumento da proporcéo do
concentrado nas dietas (P<0,05), em todos os tratamentos o consumo deste nutriente
foi menor ao 1,2% do peso vivo. Animais que receberam a relacdo V20:C80
apresentaram maior ingestdo de NDT (P<0,05).

Houve efeito das relacdes V:C sobre os coeficientes de digestibilidade aparente
total da matéria seca (CDMS), matéria organica (CDMO) e proteina bruta (CDPB)
(Tabela 4). O CDMS e CDMO foi menor (P<0,05) na relagdo V70:C30. O CDPB foi
menor (P<0,05) nos tratamentos com maior propor¢cédo de volumoso (V70:C30 e
V60:C40) confrontados com os tratamentos com alta propor¢cédo de concentrado na
dieta (V40:C60 e V20:C80). Entretanto, ndo foi observada diferenca (P<0,05) no
coeficiente de digestibilidade da FDNcp (CDFDNcp) e energia bruta (CDEB) (Tabela
4).

Tabela 4. Consumo e digestibilidade aparente total da matéria seca e dos nutrientes,
erro padréo da media (EPM) e niveis descritivos de probabilidade (p-valor),
em bovinos Nelore alimentados com diferentes relagoes V:C na dieta.

Relacéo V:C (%MS)
70:30 60:40 40:60 20:80
PCM (Kg) 338,67 354,88 351,88 355,71 - -

EPM P-valor
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Consumo kg/dia

CMS 5,63 5,32 6,05 5,77 0,421 0,4425
CMO 5,14 4,75 5,77 4,37 0,462 0,1946
CPB 0,822 0,79° 0,992 0,962 0,078 0,0022
CEE 0,20 0,18 0,22 0,20 0,014 0,2989
CFDNcp 2,402 2,05° 1,89° 1,40° 0,159 0,0003
CCNF 2,64° 2,59° 3,432 3,352 0,537 0,0401
CNDT 2,35° 2,20° 2,53° 3,322 0,296 0,0273
Digestibilidade aparente total
CDMS 69,72° 77,222 79,962 76,282 1,600 0,0135
CDMO 69,00° 77,982 77,572 76,732 1,483 0,0018
CDPB 61,33¢ 69,77° 73,91% 79,882 2,829 0,0026
CDFDNcp 66,24 62,96 63,53 64,07 2,256 0,7525
CDEB 83,78 81,87 85,82 84,64 2,947 0,7731

PCM=peso corporal médio; CMS = consumo de matéria seca; CMO = consumo de matéria organica; CPB =
consumo de proteina bruta; CEE = consumo de extrato etéreo; CFDNcp = consumo de fibra em detergente neutro
corrigida para cinzas e proteina; CCNF= consumo de carboidratos néo fibrosos; CNDT = consumo de nutrientes
digestiveis totais; CDMS =coeficiente de digestibilidade da matéria seca; CDMO = coeficiente de digestibilidade da
matéria organica; CDPB = coeficiente de digestibilidade da proteina bruta; CDFDNcp = coeficiente de
digestibilidade da fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; CDEB = coeficiente de digestibilidade
da energia bruta. Valores seguidos com letras diferentes na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

3.2. Parametros ruminais e eficiéncia de sintese de proteina microbiana

N&o houve interagcdo do tempo x tratamento nos valores de pH e N-NHs
(P<0,05) (Figuras 1 e 2). Os valores médios de pH ruminal mais baixos foram
observados nos animais alimentados com a relagdo V80:C20 (P<0,05),
permanecendo abaixo de 6,0 depois das 4 horas ap6s alimentacdo, nos outros

tratamentos isso aconteceu 10 horas ap0s alimentacao (Figura 1).
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As concentracdes de N-NHs nas relagcées V70:C30 e V60:C40 nao diferiram
(P>0,05). Os valores de concentracdo maxima de N-NHsz obtidos foram de 28,88;
35,30; 24,29 e 45,35 mg/100 mL, nas relagcdes 70:30, 60:40, 40:60 e 20:80,
respectivamente (Figura 2).

6,9 -
6,7 -
6,5 -
pH 6,3 -
6,1 -
59 -

57

5,5 T T T T T T T 1

Tempo (horas)

------ 70:30 = = 60:40 ==——40:60 === 20:80

Figura 1. pH do fluido ruminal de novilhos em relacdo de tempo apds a alimentacao
com diferentes relagdes V:C na dieta.

Nas relacdes V60:C40 e V40:C60 a concentragdo maxima de foi N-NH3 obtida
2h apos alimentacéo, sendo maior na relagao V60:C40 (P<0,05), enquanto na relacéo
20:80 o pico de producdo de aménia ocorreu 4h apés alimentacédo (45,35 mg N-
NHa/dL). A relagdo V80:C20 apresentou maior concentracdo média de N-NH3 ruminal
(31,86 mg/dL) quando comparada com as demais relacdes V:C (P<0,001).
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50,00 -
45,00 -
40,00 -
35,00 -
NN 30,00 -
mg/di 25,00 1
20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 . . . . . . . .

Tempo (horas)

70:30 e= == 60:40 ~cccocc 40:60 === 20:80

Figura 2. Concentracdes de N-NHs do fluido ruminal de novilhos em relagéo de tempo
apos a alimentacéo com diferentes relagdes V:C na dieta.

A concentracdo média dos AGCC total, acido acético, iso-butirico, iso-valérico
e valérico, assim como a relacao acetato: propionato nao foram influenciados pelas
relacbes V:C, no entanto na relagcdo V20:C80 observou-se maior concentracao de
acido propidnico (P>0,05), conforme observado na Tabela 5.

Houve interacdo tratamento x tempo na concentracdo do acido valérico
(P<0,05). A maior concentracdo de AGCC total foi observada na relagdo V20:C80 as
guatro horas apés alimentacdo, com média de 123, 00 mmol/L (P<0,05), e nas
relacbes V70:C30, V60:C40 e V40:C60 foram observadas as 14 horas apos
alimentacdo, com médias de 113,8; 114,8 e 116,8 mmol/L, respectivamente (Figura
3).

A maior sintese de proteina microbiana (Pmic) foi observada na relagéo
VV20:C80, menor na relagéo V70:C30, e as relacdes V60:C40 e V40:C60 néo diferiram
entre si (P>0,05). Quando observa-se a eficiéncia de sintese microbiana, todas as
relacdes V:C testadas apresentaram valores similares (P>0,05) (Tabela 5).
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Figura 3. Concentragdes de AGGC totais no fluido ruminal de novilhos em relagéo de
tempo apods a alimentacdo com diferentes relacdes V:C na dieta.

3.3. Microbiologia ruminal

Na quantificacdo das espécies de bactérias celuloliticas ndo foram observados
efeitos (P>0,05) nas popula¢cdes de Fibrobacter succinogenes (Tabela 6), entretanto,
a diminuicdo de volumoso da relacdo V70:C30 para V20:C80 reduziu (P<0,05) a
proporgao relativa de Ruminococcus albus e Ruminococcus flavefaciens no ambiente

ruminal.

Tabela 6. Proporcao relativa (%) de bactérias ruminais em funcao das bactérias totais
obtidas por PCR em tempo real, erro padrdo da media (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (p-valor) em novilhos Nelore alimentados com
diferentes relagdes V:C na dieta.

Relagéo V:C (%MS)

70:30 20:80 EPM Prvalor
Fibrobacter succinogenes 0,008 0,007 0,0023 0,5454
Ruminococcus flavefaciens 0,1342 0,015° 0,0570 0,0498
Ruminococcus albus 0,5612 0,045° 0,1920 0,0284
Selenomonas ruminantium 0,030° 0,0792 0,0370 0,0252
Streptococcus bovis 0,0013 0,0031 0,0010 0,0656

Valores seguidos com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem (P<0,05).
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A relacdo V20:C80 aumentou (P<0,05) a amplificacdo do gene 16S das
Selenomonas ruminantium, e a populacéo de Streptococcus bovis tendeu a aumentar
(P<0,10) no ambiente ruminal dos animas alimentados com essa relacdo V:C.

A concentracdo total de protozoarios ruminais foi semelhante (P>0,05) nas
diferentes relagdes V:C, com média de 206,33 x10* ciliados por mL de liquido ruminal,
com identificacdo de sete géneros de protozoarios ruminais (Tabela 6).

Na relacdo V60:C40 foram identificados os sete géneros de protozoarios, 0s
géneros Polyplastron e Isotricha apenas estiveram presentes nesta relacdo. Ja os
géneros Entodinium e Eudiplodinium foram verificados em todos os tratamentos. O
género Entodinium foi mais representativo em todas as relacées, com média de
99,28%.

Tabela 7. Quantificagdo dos protozoarios ciliados no ramen, erro padréo da media
(EPM) e niveis descritivos de probabilidade (p-valor), em novilhos Nelore
alimentados com diferentes V:C na dieta.

Relacéo V:C (MS%)

Protozoarios 2030 60-40 4060 _20.80 EPM P-valor
Entodinium (n° x 10%/mL) 2,30 1,66 2,11 2,13 0,1095 0,3102
Eudiplodinium (n° x 10%/mL) 0,28° 0,642 0,04¢ 0,08° 0,0914 <,0231
Metadinium (n°® x 10%/mL) 0,442 0,202 0,00° 0,00° 0,0032 <,0010
Eremoplastron (n° x 10%/mL) 0,00¢ 1,842 0,08° 0,16° 10,1081 <,0314
Diploplastron (n° x 104/mL) 0,00¢ 0,882 0,32° 0,00° 0,0019 <,0010
Elytroplastron (n° x 10%/mL) 0,04° 0,162 0,00¢ 0,00¢ 0,0008 <,0010
Polyplastron (n° x 104/mL) 0,00° 0,022 0,00° 0,00° 0,0001 <,0010
Isotricha (n° x 10*/mL) 0,00° 0,042 0,00° 0,00° 0,0002 <,0010
Protozoarios Totais (n° x 108/mL) 2,31 1,69 2,11 2,14 0,1284 0,3084
Protozoarios Totais (logio) 2,36 2,23 2,33 2,33 0,1102 0,3329

Valores seguidos com letras sobrescritas diferentes na mesma linha diferem (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Nas relagdes com maior proporcéo de volumoso (V70:C30 e V60:C40) foram
verificados os géneros Metadinium e Elytroplastron, entretanto a presenca dos
géneros Eremoplastron e Diploplastron, apenas foi confirmada nas relacbes com
maior incluséo de concentrado (V60:C40, V40;C60 e V20:C80).

4. DISCUSSAO
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O maior tempo de pH ruminal abaixo de 6.0, na relacdo V20:C80,
possivelmente foi o fator determinante da significativa diminuicdo na proporcao
relativa das principais espécies de bactérias celuloliticas Ruminococcus albus e
Ruminococcus flavefaciens (Tabela 6). Esses resultados séo consistentes com as
observagbes feitas por RUSSELL e DOMBROWSKI, (1980) que reportam alta
sensibilidade desses microrganismos ao baixo pH, quando o pH do meio permanece
abaixo de 6,0 sua atividade é reduzida.

A diminuicao significativa do pH ruminal dos animais alimentados com a relacéo
V20:C80, pode ser decorrente do menor consumo de FDNcp, controlado pela
concentragcado desse nutriente na dieta, e do maior consumo de CNF (Tabela 4) que
permitiu 0 acumulo de AGCC no ambiente ruminal (Figura 3) pela rapida taxa de
degradacéo desse nutriente no ramen.

Estudos apontam que a espécie Fibrobacter succinogenes é altamente sensivel
ao ambiente  ruminal &4cido (RUSSELL e DOMBROWSKI, 1980
; WEIMER, 1993). No entanto, isso nao foi observado nos resultados encontrados,
uma vez que a pesar de o pH ruminal na relagéo V20:C80 permanecer em média mais
baixo que na relacdo V70:C30, a propor¢cdo deste microrganismo se manteve
semelhante em ambos tratamentos. Comparado com outras espécies celuloliticas,
como as R. albus e R. flavefaciens, esta espécie digere a fibra mais rapidamente e
em maior extensdo (KOBAYASHI; SHINKAI e KOIKE, 2008). Deve-se destacar, que
a pesar dessas trés espécies de bactérias serem as mais importantes na degradacéo
da fibra no rimen, existem outras populacdes bacterianas ndo avaliadas neste estudo,
gue participam na degradacao ruminal da fibra, e que a digestibilidade depende de
varios fatores como a taxa de passagem e o consumo. Esses fatores, possivelmente
foram determinantes para que a digestibilidade da fibra ndo fosse influenciada nesse
tratamento.

Apesar da diminuicdo do pH ruminal pelo aumento da proporgdo de
concentrado nas dietas, a populacao de protozoarios totais se manteve igual em todos
as relacdes. A concentracdo média esta dentro da faixa de 10* e 10° protozoarios/mL
de contetdo ruminal (ARCURI et al., 2011). Dehority (2005) demonstrou que
protozoarios do género Entodinium podem manter suas concentragdes normais no

rimen com pH 5,8, e que o niumero de protozodrios deste género s6 diminuiu com
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valores de pH abaixo de 5,6. Conforme observado na Figura 1, os valores de pH
ruminal estiveram acima de 5,6, e o género Entodinium representou 99,28% dos
protozoarios mensurados (Tabela 7), permitindo assim manter as concentracdes
similares de protozoarios ciliados em todas as relagbes V:C. Resultados similares
foram reportados por Hook et al. (2011) ao avaliarem a populacdo de protozoarios
ruminais em gado leiteiro durante a adaptacao a dietas de alto gréo.

O decréscimo da concentracao de protozoarios do género Eudiplodinium nas
relacdes V40:C60 e V20:C80 esta relacionado ao menor consumo de FDNcp (Tabela
4) nesses tratamentos. A preferéncia desse género de protozoarios por engolir
particulas de celulose e utilizar esse substrato no seu metabolismo (NAGA e EL-
SHAZLY,1968) pode ter limitado a atividade desses microrganismos.

A identificacdo dos géneros Metadinium, Elytroplastron e Polyplastron nas
relacbes V60:40 e V40:C60 € consistente com o0 maior consumo de FDNcp nessas
dietas (Tabela 4). Esses géneros de protozoarios da sub familia Diplodiniinae sao
considerados principalmente microrganismos celuloliticos, e aparecem normalmente
associados com dietas de composicdo mista, em que o componente da fibra é
importante (MARINHO,1998). A presenca do género Diploplastron nas relagbes
V60:C40, V40:C60 e V20:C80, pode ser decorrente da particularidade desse género
em participar como microorganismo fibrolitico e amilolitico na fermentac&o ruminal. A
capacidade de digerir e utilizar amido foram reportados por Wereszka e Michatowski
(2012).

O consumo similar de MS nas dietas foi possivelmente controlado pela
demanda de energia, ja que os niveis de consumo de FDN foram inferiores ao valor
de 1,2% PV sugerido por MERTENS (1994). O maior consumo de NDT da relacao
V20:C80 pode estar relacionado a maior concentragdo desses nutrientes na dieta. No
entanto, néo foi observado diferencgas significativas no consumo de NDT nas relacdes
V70:C30, V60:C40 e V40:C60, sugerindo que a silagem de milho utilizada
proporcionou alta quantidade de nutrientes digestiveis.

O aumento da digestibilidade aparente total da PB pela diminuicéo da relacao
V:C é possivelmente devido a qualidade da proteina da dieta, quando a participacao
de volumoso nas dietas decresceu, a fracfes indigestiveis desse nutriente na dieta
também diminuiram (Tabela 2).
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O aumento significativo na concentracao de N-NHz no rimen dos animais
alimentados com a relacdo V20:C80, pode ser decorrente do aumento na
concentragéo de proteina, do maior conteudo de ureia em sua formulagéo (Tabela 2)
e da maior degradacao protéica ocorrida no ramen. Em todas as relacdes V:C a
concentracdo média de N-NH3z permaneceu de maneira geral, acima do nivel 6timo 10
mg/dL (Figura 2) recomendado por Satter e Roffler (1975) e Sampaio et al. (2010)
necessario para permitir que o crescimento microbiano no riamen.

A relagdo V20:C80 permitiu maior consumo de CNF e NDT, efeito que pode ser
explicado pela maior concentragdo desses nutrientes na dieta. 1sso, estimulou a
sintese de proteina microbiana (Pmic) no rimen. O efeito estimulador de dietas com
alta proporcdo de concentrado sobre a microflora ruminal é resultado da maior
digestibilidade dos concentrados que permite a disponibilidade de energia e
compostos nitrogenados para 0s microrganismos ruminais. Embora algumas espécies
fibroliticas possam ser inibidas por dietas ricas em concentrado, como aconteceu
neste estudo (Tabela 6), o resto da microflora ruminal aumenta em nimeros (OSHIO
et al., 1987). A similaridade na producdo de Pmic nas relacdes V60:C40 e V40:C60,
possivelmente, é reflexo do consumo e digestibilidade semelhante dos nutrientes, e
dos valores similares de pH, AGCC e N-NHs desses tratamentos, que permitiram
substratos, ambiente ruminal e caracteristicas de fermentacdo similares para o
crescimento microbiano.

A EMPS se manteve semelhante em todas as relagcbes V:C da dieta (Tabela
5), portanto, deve notar-se que outros fatores além da propor¢ao de nutrientes na dieta
e 0 aumento das fontes de carboidratos rapidamente fermentaveis, estao relacionados
a eficiencia de sintese microbiana, como a sincronizacdo da degradacdo dos
alimentos que a compdem.

A concentracdo total de AGCC, &cido acético, iso-butirico, iso-valerico e
valérico nao foi influenciada pelas relacbes V:C, porém a relacao 20:80 aumentou a
concentracdo média de acido propidnico (Tabela 5). Resultados similares foram
reportados por Agle et al. (2010) em vacas leiteiras alimentadas com as relagdes 48:52
e 28:72.

A relagé@o A:P diminuiu numericamente nos animais alimentados com a relagéo

V20:C80 (Tabela 5), isso ocorreu pela maior producdo de &cido propiénico nesse
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tratamento, mas a grande variabilidade entre os animais ndo permitiu que essas
diferengas alcancassem significancia estatistica. A maior concentracdo de &cido
propidnico no rumen de animais alimentados com a relagdo V20:C80 pode ser
explicado pela maior inclusdo de milho nessa dieta (Tabela 2) que se refletiu no maior
consumo de CNF (Tabela 4). Estes resultados séo consistentes com o aumento na
proporgdo relativa de Selenomonas ruminantium no ambiente ruminal (Tabela 6),
efeito explicado pela habilidade desse microrganismo em utilizar amido e agucares da
dieta para seu crescimento. A S. ruminantium € uma importante espécie produtora de
acido propionico mediante descarbolxilacdo do succinato (WOLIN e MILLER, 1997).
Semelhante a experiéncia atual, o aumento da concentracao de acido propidnico no
rimen de bovinos alimentados com dietas de alto gréo tem sido relatado por diversos
autores (BAUMAN et al, 1971; SUTTON et al. , 2003)

Quando ha maior consumo de CNF a rapida digestdo do amido permite o
acumulo de glicose no liquido ruminal, a presencia de glicose pode favorecer o
crescimento de Streptococcus bovis, microrganismos anaerdbio facultativo, que
promove a conversao de glicose ou piruvato em acido lactico. S. ruminantium tem a
capacidade de utilizar 4cido lactico, favorecendo ao controle do pH ruminal (RUSSELL
e BALDWIN, 1978). Assim, o aumento de sua populacdo no ambiente ruminal pode
ajudar ao aproveitamento da quantidade crescente de substratos fermentaveis e do
acido lactico produzido no rimen em dietas com alta propor¢céo de concentrado. O
aumento significativo na populagdo de S. ruminantium, na relagéo V20:C80, junto com
a tendéncia de crescimento na populacdo de S. bovis neste estudo, evidenciam a
possivel interacdo entre essas duas populacdes ruminais. O aumento nas populacdes
de S. ruminantium e S. bovis no rumen de bovinos alimentados com alta proporgéo

de concentrado também foi reportado por Fernando et al., (2010).

5. CONCLUSAO
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Dietas com maior proporcao de concentrado, geram um pH ruminal baixo, e
inibem o crescimento das bactérias celuloliticas Ruminococcus albus e Ruminococcus
flavefaciens, aumentam a concentracdo de acido propibnico e a proporgcao de
Selenomonas ruminantium no ramen, melhoram a digestibilidade da proteina bruta da

dieta e permitem maior sintese de proteina microbiana.
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