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RESUMO

REIS, William Lima Santiago dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2014. Efeito da suplementacdo proteica em bovinos consumindo forragens
tropicais sobre a degradacéo da fibra insoluvel, atividade de enzimas fibroliticas e
perfil da comunidade microbiana ruminal. Orientador: Edenio Detmann.
Coorientadores: Hilario Cuquetto Mantovani e Sebastido de Campos Valadares Filho.

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacéo proteica ruminal e/ou abomasal em
bovinos consumindo forragens tropicais s@searacteristicas nutricionasatividade
enzimatica fibrolitica, a degradacéo in vitro da fibra insoltvel e o perfil da cordenida
bacteriana ruminal. Dois experimentos foram realizados sequencialmente diferindo
apenas na qualidade do feno ofertado, sendo de média qualidade (78,4 g de proteina
bruta/kg de matéria seca) e alta qualidade (§8lé proteina bruta/kg de matéria seca),
respectivamente. Os procedimentos experimentais foram 0os mesmos para ambas as
forragens. Foram utilizados quatro novilhos Nelore, ndo castrados, com peso corporal
médio de 227+11 kg, fistulados no rimen e no abomaso. Foram avaliados os seguintes
esquemas de suplementacéontrole (somente forragem); suplementacéo nitrogenada
ruminal (fornecimento diario de 230 g de proteina suplementar no ramen);
suplementacdo nitrogenada abomasal (fornecimento diario de 230 g de proteina
suplementar no abomaso) e suplementacdo nitrogenada ruminal e abomasal
(fornecimento diario de 230 g de proteina suplementar, sendo 115 g no rimen e 115 g
no abomaso). A alimentacdo volumosa basal foi constituida por feno de tifton 85
(Cynodon spp) e como fonte de compostos nitrogenados suplementares foi utilizada a
caseina (caseina pura, Labsynth). O experimento foi conduzido segundo delineamento
em quadrado latino 4 x 4 balanceado para efeitos residuais, sendo dois quadrados
sequenciais, um para cada forragem, com quatro esquemas de suplementacdo, quatro
animais e quatro periodos experimentais com 29 dias em cada quadrado. Ndo foram
observados efeitos (P>0,05) da qualidade da foragem ou do esquema de suplementacao
sobre 0 consumo de matéria organica (MO). Por outro lado, o consumo de fibra em
detergente neutro (FDN) foi superior (P<0,05) quando forragem de alta qualidade foi
ofertada aos animais. O coeficiente de digestibilidade total da MO foi incrementado
(P>0,05) pela suplementacéo e pela melhoria na qualidade da forragem. O coeficiente
de digestibilidade da FDN nao foi afetado pelo esquema de suplementacao (P>0,05),
mas foi superior quando os animais receberam forragem de alta qualidade (F30,05).
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balanco aparente de compostos nitrogenados no riumen (BNR) foi ampliado (P<0,05)
pela suplementagdo no rumen e no rimen-abomaso. Ressalta-se que a auséncia de
suplementacdo ou a suplementacdo exclusiva no abomaso proporcionam valores
negativos de BNR. O balaco aparente de compostos nitrogenados no organismo animal
foi ampliado (P<0,05) pelo fornecimento de suplemento, independentemente do local de
suplementacao, e pelo fornecimento de forragem de melhor qualidade A suplementacéao
no rumen incrementou (P<0,05) a concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal
(NAR). Por outro lado, animais recebendo suplementacdo no rimen e abmmaso
exclusivamente no abomaso apresentaram concentracdes de NAR similares @>0,05)
animais ndo suplementados. A rigueza e a diversidade microbiana da fase sélida da
digesta ruminal ndo foram afetadas (P>0,05). Entretanto, a rigueza e a diversidade
bacteriana associada a fase liquida da digesta ruminal foram incrementadas (P<0,05)
pela melhoria na qualidade da forragem. A taxa de degradacdo da FDN foi ampliada
(P<0,05) pela suplementacdo no rumen. A atividade da carboximetilcelulase foi
reduzida (P<0,05) pela suplementacdo no abomaso e rimen-abomaso. A atividade da
xilanase foi deprimida (P<0,05) pela suplementacdo pds-ruminal somente quando
forragem de alta qualidade foi fornecida aos animais. Nao foi observada correlagdo
(P>0,05) entre as variaveis associadas a atividade enzimatica e diversidade microbiana e
as caracteristicas ligadas ao desempenho nutricional, excecao feita a correlagéo positiva
(P<0,05) entre a taxa de degradacdo da FDN e o BNR. A avaliacdo multivariada da
diversidade permitiu evideranique comunidades bacterianas distintas estdo associadas
as fracdes liquida e soélida, independente da qualidade da forragem ofertada. Percebeu-
se que a variagcdo na qualidade da forragem influencia a diversidade microbiana
associada a fracao liquida do fluido ruminal, embora néo tenha exercido tal efeito sobre
a fracdo solida. Em nenhuma avaliacdo percebeu-se efeito claro do esquema de
suplementacdo sobre o perfil da comunidade microbiana ruminal. A melhoria da
qualidade da forragem amplia a digestibilidade da fibrae a retencdo de nitrogénio e é
capaz de modificar a comunidade bacteriana associada a fra¢do liquida do conteudo
ruminal. A suplementacdo proteica, por sua vez, independentemente do local de

suplementacao, amplia a retencédo de nitrogénio no organismo animal.
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ABSTRACT

REIS, William Lima Santiago dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February
2014. Effect of protein supplementation in cattle fed tropical forages on the
degradation of insoluble fiber, activity of fibrolytic enzymes, and rumen microbial
communities profile. Adviser: Edenio DetmannCo-Advisers: Hilario Cuquetto
Mantovani and Sebastido de Campos Valadares Filho.

This work aimed to evaluate the effects of ruminal and/or abomasal protein
supplementation in cattle fed tropical forages on nutritional variables, degradation of
insoluble fiber, activity of fibrolytic enzymes and rumen bacterial communities profile.
Two experiments were carried out sequentially, and in the same way, differing only on
the forage quality that was defined based on crude protein comehtim quality (784

g of crude protein/ kg of dry matter) and high quality (986 g of crude protein/ kg of dr
matter). Four Nellore young bulls, averaging 227+11 kg body weight and fitted with
ruminal and abomasal cannullas, were used. The following treatments were evaluated:
control (only forage), ruminal nitrogenous compounds supplementation (daily supply of
230 g of crude protein in the rumen), abomasal nitrogenous compounds
supplementation (daily supply of 230 g of crude protein in the abomasum), and ruminal
and abomasal nitrogenous compounds supplementation (daily supply of 230 g of
protein, being 115 g in the rumen and 115 g in the abomasum). Casein was used as
protein source for supplementation and basal diet consisted of Tifton 85 (Cynodon spp)
hay. Two 4 x 4 Latin squares experimental trials, balanced for residual effects, with four
treatments, four animals and four experimental periods lasting 29 days each, were
implemented sequentially, one for each forage as stated above. There were no effects
(P>0.05) of supplementation scheme or forage quality on organic matter (OM) intake.
On the other hand, neutral detergent fiber (NDF) intake was higher (P<0.05) when
animals were fed high quality forage. The total digestibility of OM was increased
(P<0.05) by supplementation and by increasing forage quality. The digestibility
coefficient of NDF was not affected by supplementation scheme (P>0.05), but was
increased by the enhancing in forage quality. The apparent ruminal nitrogen balance
(RNB) was increased (P<0.05) when animals were supplemanteenen orin both

rumen and abomasum cannula. It is worth highlighting that no supplementation or
exclusively abomasal supplementation led to negative values of RNB. The apparent
nitrogen balance (NB) was increased (P>0.05) when high quality forage was fed to the

animals and by supplementation, no matter if the supplement was infused into rumen,



abomasum or both. Ruminal supplementation enhanced (P<0.05) the concentration of
rumen ammonia nitrogen (RAN). Although, animals supplemeimedumen and
abomasum or exclusively abomasum did not exhibit increase in RAN concentrations
(P>0.05) when compared to no supplemented animals. The bacterial richness and
diversity (Shannon-Wiener index) associated with the solid phase of rumen digesta were
not affected (P>0.05). However, richness and diversity associated with the liquid phase
were increased (P<0.05) by the improvement in forage quality. NDF degradation rate
(kp) was enhanced (P<0.05) by ruminal supplementation. Carboximetilcellulase activity
was decreased (P<0.05) by the abomasal and ruminal/abomasal supplementation.
Xylanase activity was decreased (P<0.05) by both post-ruminal supplementation
schemes, when high quality forage was fed to the animals. It was not detected
correlations among variables associated with bacterial diversity and activity and
variables associated with nutritional performance, excepted for the positive correlation
between kp and RNB Clustering analyses based on the Unweighted Pair Group Method
(UPGMA) evidenced that distinct bacterial communities are associated with liquid and
solid fraction, independently of the forage quality. Clustering analyses also showed that
forage quality affects the diversity of liquid phase associated bacteria, even though,
effects on solid phase was not clear. None of the evaluations related to the microbial
community were able to detect clear effects of supplementation on the microbial
community diversity. Improving forage quality enhances fiber digestibility, nitrogen
balance and modifies the bacterial community associated with liquid phase. On the
other hand, protein supplementation enhances the nitrogen retention in animal body.



Introducéao

O pasto é o principal constituinte da dieta de bovinos no Brasil, haja vista que,
apesar de crescente, o percentual do rebanho bovino confinado no Brasil é baixo. Deste
modo, o pasto fornece a maioria da energia e dos nutrientes necessarios a producéao da
carne bovina brasileira. Apesar disto, devido ao alto teor de fibra nos pastos tropicais,
era comum atribuir ast,e ao menos parte da responsabilidade pelos baixos indices
produtivos da agropecuaria nacional. Entretanto, as gramineas tropicais possuem grande
vantagem competitiva que € o alto potencial de producdo de energia digestivel a partir
da parede celular (Detmann et al., 2008).

Todavia, deve-se ressaltar que o coeficiente de digestibilidade da fibra em
detergente neutro (FDN) é altamente dependente da relacdo com os demais nutrientes
dietéticos (Detmann et al., 2008); assim a extracdo e transformacao da energia oriunda
da FDN em produtos de origem animal pelos ruminantes depende de estratégias de
suplementacao que visem contornar as deficiéncias nutricionais as quais 0s animais em
pastejo sdo submetidos (Paulino et al., 20@%esar do carater multiplo dessas
deficiéncias, superadas as deficiéncias migsera proteina constitui o primeiro
limitante para a producao de bovinos em pastejo nos trépicos (Detmann et al., 2010).

Quando associada a forragem de baixa qualidade, a adicdo de proteina a dieta
ampliaa capacidade ruminal de fermentacéo da fibra insolivel. O aumento da taxa de
degradacéo da fibra reduz o efeito de replecao ruminal e, desta maneira, propicia maior
consumo de fibra digerida e, consequentemente, maior consumo de energia proveniente
do pasto (Detmann et al., 2010).

No Brasil estas condi¢gbes sdo comumente encontradas nas pastagens no periodo

seco do ano. Neste periodo o teor de proteina bruta (PB) da forragem é baixo (40 a 70 g
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PB/kg de matéria seca) e o teor de compostos fibrosos recalcitrantes a degradacéo €
maior. Todavia, a ocorréncia desses fendbmenos no periodo chuvoso nao seria de tudo
inesperada, pois, apesar das gramineas apresentarem em geral melhor qualidade,
expressa principalmente através do maior teor proteico (80-FHBky de matéria

seca), as grandes variacdes climaticas inerentes ao verdo tornam a qualidade da
graminea bastante variavel.

De qualquer forma, mesmo no periodo de melhor qualidade das granmaineas,
proteina continua exercendo papel chave na suplementacdo de bovinos, sendo
responsavel pelo aumento do balanco de nitrogénio ou do ganho de peso, como
evidenciado em diversos trabalhos de pesquisa conduzidos no Brasil (Zervoudakis,
2003; Zervoudakis et al., 2008; Porto, 2009; Costa et al.,, 201la; Bastista, 2012).
Entretanto, a melhoriaag caracteristicas relacionadas a dinadmica ruminal da fibra
parece ter menos importancia nessas condi¢cdes (Detmann et al., 2010). O que ocorre
nessas situacdes sao modificacbes no metabolismo animamngli@raa retencdo do
nitrogénio através da reducdo da proporcdo do nitrogénio reciclado ao ramen ou da
reducao de condi¢cdes metabdlicas negativas como, por exemplo, catabolismo de tecido
muscular e utilizacdo de aminoacidos do pool sanguineo para o atendimento das
exigéncias do ambiente ruminal (Rufino, 2011; Batista, 2012).

A concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) tem se mostrado uma
importante variavel para se avaliar a resposta animal a suplementacdo. Relactes
funcionais tém sido tracadas entre os niveis de NAR, seus efeitos sobre o
aproveitamento da dieta e sobre o status nutricional de animais pastejando gramineas de
baixa ou alta qualidade (Detmann et al., 2009; Rufino, 2011; Detmann et al., 2013).
Assim, se estabeleceu para animais consumindo forragem de baixa qualidade a

necessidade minima de 8 mg NAR/dL para maximizag&o da extragédo de energia oriunda



da fibra do pasto e 15 mg NAR/dL para maximizacdo do consumo de pasto e do fluxo
de proteina microbiana para o intestino (Detmann et al.,, 2009). Para animais
consumindo forragem de alta qualidade observou-se serem necessarios 13 mg NAR/dL
para ampliar o balanco ruminal de compostos nitrogenados e reduzir a proporcédo de
nitrogénio reciclado como ureia para o ramen (Detmann et al., 2010).

Entre os principais fatores que influenciam a estrutura da comunidade
microbiana ruminal estdo a dieta e o animal. Os efeitos da dieta sobre a comunidade
microbiana tém sido deonstrados por intermédio do cultivo de micro-organismos
ruminais desde o estabelecimento destas técnicas na década de 1950 (Dehority & Orpin,
1997) e recentemente através das técnicas de biologia molecular como eletroforese em
gel de gradiente desnaturante (DGGE), andlise de espacador intergénico ribissomal
automatico (ARISA), reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) e
pirosequenciamento (Kocherginskaya et al., 2684yensbogenova et al., 2004; Duval
etal., 2007;Salet et al., 2007; Freitas et al., 2008; Kim et al., 2011; Wu et al.).2012

Os efeitos do animal sobre a comunidade microbiana também tém sido
demostrados (Brulc et al., 2009; Hernandez-Sanabria et al., 2010; Weimer et al., 2010).
Em alguns estudos sugese que existe até mesmo uma relacdo entre animais mais
eficientes na utilizacdo dos nutrientes e a capacidade desses em manter uma microbiota
especifica (Guan et al., 2008; Hernandez-Sanabria et al., 2010; 2012). A confirmacdo
dessas hipéteses e a criagdo de ferramentas para identificacdo destes animais pode abrir
caminho para uma nova forma de selecionar animais mais eficientes na utilizacdo de
nutrientes. Neste contexto e diante da alta variabilidade dos ganhos de peso de animais
em recria pastejando gramineas de baixa qualidade, Martinez et al. (2012) avaliaram por

intermédio da técnica de DGGE a estrutura da comunidade microbiana de dois grupos



de animais com alta taxa de ganho e com baixa taxa de ganho, mas diferencas entre os
grupos néao foram detectadas.

Apesar dos avancgos, os esforcos recentes para o melhor entendimento da
estrutura da microbiota ruminal contemplam poucos estudos envolvendo dietas
baseadas em forragens e contrastasdopresenca ocaauséncia de suplementacao. Os
estudos tém sido concentrados no entendimento do impacto de aglitiviistas com
alto concentrado e das disfungcdes ruminaiss@seassociadas, assim como das
diferencas extremas entre dietas de alta foragem e alto concentrado.

A otimizacdo da utilizacdo da fibra insolivel por animais recebendo
suplementos € dependente da constituicdo do suplemento, principalmente da relacéo
entre carboidratos e proteina degradaveis, assim como da natureza quimica destes dois;
desta forma, efeitos diferenciados séo atribuidos a suplementacdo com fibra sollvel,
amido, nitrogénio ndo proteico e proteina, seja de maneira exclusiva ou em suas mais
diferentes combinacfes (Detmann et al., 2010)

O aporte de proteina suplementar, além de ampliar os niveis de NAR, fonte
preferencial de compostos nitrogenados metabolizada pelas principais bactérias
fibroliticas, como Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaceersbrobacter
succinogenes (Russell, 2002), é essencial para atender a demanda ruminal de &cidos
graxos de cadeia ramificada.

Contudo,ao menos in vitro, o excesso de fontes nitrogenadas suplementares
constituidas de proteina verdadeira pode acarretar efeitos deletérios sobre a degradacao
da fibra (Costa et al., 2009; Carvalho et al., 2011). Segundo esses autores, as bactérias
fibroliticas seriam prejudicadasna competicdo por substratos com grupos nao-

fibroliticos quando ha excesso relativo de proteina verdadeira no ramen.



Como discutido por Detmann et al. (2010), os 15 mg de NAR/dL associados a
ampliacdo do consumo podem sofrer variacbes em funcdo da estrutura quimica do
suplemento, pois este nivel amoniacal estd associado a maximizacdo da producéo de
proteina microbiana ruminal; deste modo, alteracbes no suplemento (e.g., adicdo de
carboidratos) poderiam alterar a participacdo relativa das diferentes populacbes
microbianas no ambiente ruminal. Considerando-se que as exigéncias de NAR podem
variar em funcédo da espécie microbiana e do substrato utilizado, niveis diferentes de
NAR seriam demandados em funcéo de situacdes alimentares especificas. Afirmacdes
como a anterior evidenciam a necessidade de entender melhor como a suplementacao
afeta a comunidade microben

Como previamente discutido, a exploracao correta da fracéo fibrosa do alimento
€ de suma importancia paeabovinocultura tropical. A degradacdo dos compostos
fibrosos é funcdo da acéo fibrolitica conjunta dos sistemas enzimaticos de fungos e
bactérias que habitam o ramen.

A constituicdo da parede celular vegetal € complexa. Os diferentes
polissacarideos (celulose, hemicelulose e pectina) sofrem variacbes em sua estrutura
qguimica entre diferentes plantas, tecidos da mesma planta e entre estadios distintos do
crescimento fenolégico. Nao bastasse a falta de homogeneidade dentro das classes de
polissacarideos fibrosos, a forma como estes polissacarideos se organizasi entre
também é bastante varidvel e sofre influéncia dos mesmos trés fatores citados
anteriormente. Desta forma, a degradacdo da parede celular exige um grande espectro
de enzimas (Wang & Mcallister, 2002).

Aproximadamente 75% das bactérias estdo associadas as particulas alimentares
(Fosberg & Lam, 197 7Craig et al., 1987Martin & Michalet-Doreau, 1995) o quei

ao encontro da reconhecida importancia da adeséao no processo de degradacéo. A adesao



coloca a enzima em contato direto com o substrato (Wang & Mcallister, 2002).
necessidade de adesao e a grande diversidade de enzimas necessarias a degradacdo dos
compostos fibrosos parecem corroborar o papel central das trés espécies fibroliticas
previamente mencionadas como principais responsaveis pelo processo de degradacédo da
fibra insollivel, uma vez que ha evidéncias tanto da presenca de proteinas necessarias a
adesdo entre as bactérias e as particulas de parede celular vegetal (balidioge-

protein - CBP), quanto de complexos multienzim&embebidos na membrana celular
dessas bactérias (Wang & Mcallister, 2002). €stemplexos multienzinté&cos
responsaveis pela degradacdo dos carboidratos fibrosos sdo chamados celulosomas e
estudos mais aprofundados da estrutura e modo de acéo do celulosoma foram realizados
utilizando-se a bactéria anaerébia Clostridium thermocellum (Bayer et al., 1994).

Estudos recentes utilizando técnicas de biologia molecular tém apontado que
Ruminococcus albys Ruminococcus flavifaciense Fibrobacter succinogenes
constituem de 1 a 4% do pool ruminal de micro-organismos (Krause et al., 1999;
Weimer et al., 1999; Steveson & Weimer, 2008hguanto que, segundo calculos
baseados na taxa de liberacéo de glicose a partir da degradacao de carboidratos fibrosos,
estima-se que a populacdo fibrolitica deveria compor cerca de 12% da microbiota
(Russell et al., 2009). Valores proximos ao sugerido por Russell et al. (2009) foram
reportados por Michalet-Doreau et al. (2001) utilizando a técnica de hibridizacdo dot-
blot em estudos realizados em ovinos. Situa¢cdes contrastantes como estas ratificam a
complexidade da comunidade microbiana envolvida na degradacdo da fibra e a
necessidade de entendimento mais apurado in vivo dos fatores condicionantes da
degradacéo da parede celular.

Apesar da importancia do nitrogénio no ambiente ruminal demonstrada pela

reciclagem deste nutriente ao rimen em diferentes situacdes dietéticas, medidas diretas



do efeito da suplementacdo com compostos nitrogenados sobre 0s micro-organismos e
seu metabolismo (e.qg., atividade enzimatica) sdo raramente efetuadas.

Afirmacdes a respeito do crescimento microbiano sobre a fibra, assim como no
tocante a atividade enzimatica desses micro-organisméos, sido baseadas na
interpretacdo direta ou conjunta de variaveis como as taxas de degradacado e passagem
dos compostos fibrosos e medidas gravimétricas de degradacéo (Stewart, 1977; Costa et
al., 2008; 2009; Zorzi et al., 2009

Diante dessa conjuntura, objetivee-avaliar os efeitos da suplementacéo
proteica ruminal e/ou abomasaim novilhos consumindo forragens tropicais sobre
caracteristicas nutricionaia atividade enzimatica fibrolitica no ramen, a degradacéo in

vitro da fibra e o perfil da comunidade bacteriana ruminal.



Material e Métodos

Dois experimentoforam conduzidos nos Laboratérios de Animais e de Nutricdo
Animal do Departamento de Zootecnia e no Laboratério de Microbiologia de
Anaerdbios do Departamento de Microbiologia, ambos ligados a Universidade Federal
de Vicosa. Foram utilizados quatro novilhos Nelore, ndo castrados, com peso corporal
(PC) médio inicial de 227+11 kg, fistulados no rumen e no abomaso. Os animais foram
mantidos em baias individuais cobertas, com piso de concreto, dispostas com
comedouro e com acesso irrestrito a agua e mistura mineral completa.

Os dois experimentos foram realizados sequencialmente diferindo apenas na
qualidade do fenofertado, sendo de média qualidade (78RB{kg de matéria sei&
alta qualidadg98,6 gPB/kg de matéria seca), respectivamente. Assim, a partir deste
ponto os procedimentos descritos sdo validos para os dois experimentos.

A alimentacédo volumosa basal foi constituida por feno de Tifton 85 (Cynodon
sp.) fornecido diariamente ad libitum, as 6h00 e 18h00, permitindo-se sobras de
aproximadamente 100 g por kg ehaterial ofertado.

Foram avaliados o0s seguintes esquemas de suplementacdo: controle (apenas
forragem); suplementacéo proteica ruminal, com fornecimento diario de 230 g de PB
suplementar no rimen; suplementacdo proteica pés-ruminal, com fornecimento diario
de 230 g de PB suplementar no abomaso; e suplementagdo proteica ruminal e pos-
ruminal, com fornecimento diario de 115 g no ramen e 115 g no abomaso de PB
suplementar.

A massa de PB suplementar (230 g PB/dia) correspondeu a aproximadamente
35% das exigéncias dietéticas de PB, 55% das exigéncias de proteina degradavel no

ramen ou 100% das exigéncias de proteina ndo degradavel no rumen, considerando-se



um novilho zebuino, néo castrado, com 250 kg de PC e ganho esperado de 0,5 kg/dia
(Marcondes et al., 2010).

Utilizou-se como fonte proteica suplementar a caseina (caseina pura; Labsynth).
A escolha desta deveu-se a auséncia de quantidades significativas de componentes
energéticos ndo proteicos, 0s quais poderiam influenciar na avaliacdo isolada do efeito
da suplementacédo nitrogenada. Além disto, a caseina é considerada fonte de compostos
nitrogenados degradaveis no raimen e digeriveis no intestino delgado. Assim evitou-se o
confundimento que poderia advir do uso de diferentes fontes de compostos nitrogenados
nos diferentes locais de suplementacao.

Cada experimento foi constituido de quatro periodos experimentais com 29 dias
de duracdo. A suplementacao foi iniciada no sexto dia de cada periodo experimental. O
suplemento total foi fracionado em duas porcbes de mesmo peso e fornecido aos
animais simultaneamente ao fornecimento da forragem (6h00 e 18h00).

No caso de suplementacao ruminal, o suplemento foi acondicionado em sacos de
papel e introduzido diretamente no raimen dos animais. Para o caso de suplementacéo
abomasal, a caseina foi diluida em solucéo salina (NaCl; 9 g/L). As tampas das canulas
abomasais foram adaptadas com tubos de polietileno com cerca de 15 cm e providos de
valvulas externas. O suplemento foi infundido no abomaso por intermédio dessas
valvulas.

As avaliagbes de consumo, digestibilidade, balanco aparente de compostos
nitrogenados (BN), atividade enzimética e degradacao in vitro foram efetuadas entre
20° e 25° dia de cada periodo experimental. Neste sentido, computou-se 0 consumo
voluntario do 20° ao 23° dias e as sobras obtidas do 21° ao 24° dias. As amostras de

forragem e sobras deste periodo foram compostas proporcionalmente, com base no peso



seco ao ar, por animal e periodo experimental, sendo posteriormente processadas em
moinho de facas (1 e 2 mm).

A excrecao fecal foi avaliada por intermédio de coletas pontuais de fezes,
realizadas do 21° ao 24° dias de cada periodo experimental, seguindo-se a distribuicao:
21° dia— 6h00 e 14h00; 22° dia8h00 e 16h00; 23° dia 10h00 e 18h00; e 24° dia
12h00 e 20h00. Simultaneamente as coletas fecais foram obtidas amostras de digesta
abomasal. As amostras foram secas sob ventilacdo forcada (60°C) e processadas em
moinho de facas (1 e 2 mm).

No 24° dia de cada periodo experimental foram realizados os procedimentos de
obtencdo de amostras para avaliacdo das atividades das enzimas carboximetilcelulase
(CMCase) e xilanase. Amostras do feno fornecido foram previamente processadas em
moinho de facas (2 mm) e submetidas a extracdo do conteudo celular com detergente
neutro a fim de se isolar a fracdo fibrosa insolivel (método ICNT-CA F-002/1;
Detmann et al., 2012). ApGs secagem em estufa com ventilacdo forcada (60°C) a fibra
foi acondicionada em sacos de nylon (porosidade de 40 a 50 um), com dimensdes 4 x 5
cm, na proporcdo de 20 mg/cm? de superficie. Estas amostras foram incubadas in situ,
em duplicata, empregdo-se os seguintes tempos de incubacao: 3, 6, 9 e 12 horas apés
a suplementacdo matinal. Ao final do periodo de incubacédo os sacos foram retirados do
rimen, lavados rapidamente em agua corrente, para retirar o excesso de conteudo
ruminal e congelados (-80°C) para posterior analise das atividades das referidas
enzimas.

Ainda no 24° dia de cada periodo experimental, concomitantemente ao primeiro
horario de incubacao in situ do feno, foi retirada uma aliquota de liquido ruminal para

os procedimentos de avaliacdo in vitro da dindmica de degradacdo da FDN. O liquido
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ruminal foi filtrado por uma camada tripla de gaze, acondicionado em recipiente
térmico e imediatamente transportado a sala de incubacéao.

No 25° dia de cada periodo experimental foi realizada coleta total de urina.
Foram acoplados funis coletores nos animais, 0os quais direcionaram a urina a
reservatorios de polietilieno que foram mantidos em caixas de isopor com gelo. As
coletas foram iniciadas as 6h00 e tiveram a duracado de 24 horas. Ao final do periodo de
coleta, o total de urina foi mensurado e uma aliquota de 50 mL foi obtida e utilizada
para avaliacdo do teor de nitrogénio total (método INCT-CA N-001/1; Detmann et al.,
2012.

No 26° dia de cada periodo experimental foram tomadas amostras de contetudo
ruminal as 6h00, 12h00, 18h00 e 24h00 para o isolamento de micro-organismo
segundo técnica descrita por Cecava et al. (1990). Simultaneamente ao isolamento
microbiano foram retiradas aliquotas de liquido ruminal para avaliagdo do pH, da
concentracdo de NAR, da concentracdo de acidos graxos volateis (AGV; acetato,
propionato e butirato) e para caracterizacdo da comunidade microbiana associada as
fracOes solida e liquida do contetdo ruminal As amostras foram coletadas manualmente
na interface liquido:solido do ambiente ruminal, filtradas por camada tripla de gaze e
submetidas a avaliacdo do pH por intermédio de potencidmetro digital. Em seguida, foi
separada uma aliquota de 40 mL, a qual foi fixada com 1 mL,8&&H1:1) e
congelada (-20°C) para posterior analise da concentracdo de NAR. Uma segunda
aliquota de 20 mL foi fixada com 5 mL de solu¢do de acido metafosférico (250 g/L) e
mantida a -20°C para avaliagdo da concentracdo de AGV. Para caracterizacdo da
comunidade microbiana associada a fase liquida uma terceira aliguifzeb mL foi
retirada e acondicionada em pote de polietileno. Para a caracterizacdo da comunidade

microbiana associada a fracao solida retirasammostras de 12,5 g do material retido
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na gaze, os quais foram acondicionados em potes de polietileno. As amostras referentes
a avaliacdo da comunidade microbiana foram man@de®0°C até o momento da
extracdo do DNA.

Para a mensuracdo da massa ruminal e da taxa de passagem ruminal dos
compostos fibrosos no 27° e 29° dias procedeu-se ao esvaziamento ruminal. O conteudo
ruminal foi retirado as 10h00 (4 horas apos a alimentacdo matinal) e as 6h00 (antes da
alimentacdo matinal), para os dias supracitados, respectivamente. O material coletado
foi acondicionado em recipiente de polietileno e pesado. Apdés homogeneizacao,
aliquota de aproximadamente 50 g/kg do material foi retirada, sendo o restante
retornado ao rumen dos animais. As amostras foram submetidas a secagem sob
ventilacdo forcada (60°C) e processadas em moinho de facas (1 e 2 mm).

Posteriormente, as amostras de feno, sobras, fezes, digesta abomasal e contetdo
ruminal (amostras oriundas do esvaziamento) foram compostas, com base no peso seco
ao ar, por animal e periodo experimental. As amostras processadas em peneira de 1 mm
foram entdo avaliadas quanto aos teores de matériaM8ganfatéria organica (MO),
FDN, PB e extrato etéreo (EE) como descrito, respectivamente, nos métodos INCT-CA
G-003/1, INCT-CA M-001/1, INCT-CA F-002/1, INCT-CA N-001/1 e INCT-CA G-
004/1 (Detmann et al.,, 2012). Os teores de lignina na forragem foram obtidos por
intermédio do método da hidrélise em &cido sulfarico apdés extracdo com detergente
acido (método INCT-CA F-005). As correcBes da FDN quanto aos teores de proteina
e cinzas contaminantes foram conduzidas conforme descrito nos método€MNKE-T-
004/1 e M-002/1, respectivamente. A caseina foi analisada quanto aos teores de MS,
MO, PB eEE conforme os métodos descritos anteriormente (Tabela 1).

As amostras de feno, sobras, fezes, digesta abomasal e de conteudo ruminal

(amostra oriundas do esvaziamento), processadas em peneira de 2 mm, foram avaliadas
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quanto ao teor de FDN indigestivel (FDNi), utilizando-se sacos F57 (Ankom®) em
procedimento de incubacao in situ por 288 horas, segundo recomendacdes de Valente et

al. (2011).

Tabela 1- Teores médios de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), fibora em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), lignina e FDN

indigestivel (FDNi) nos fenos e na caseina

Item Feno Média Feno Alta Caseina
Qualidadé® Qualidadé.
MS! 907+8,2 884+5,9 893
MO? 933+0,6 940+3,6 976
PB? 78,4+0,3 98,6+2,0 897
EE? 10,9+0,5 16,4+1.4 2.1
FDN? 767+6,0 766+5,9 -
FDNcp 730+7,8 715+3,9 -
Lignina® 58,2+0,7 42,2+1,8 -
FDNi? 391452 263+2,8 -

'g/kg de matéria naturaig/kg de matéria secaMédia + erro padrad.Média dos dois experimentos.

A excrecao fecal e o fluxo abomasal de MS foram estimados pela razdo entre
consumo diari@ concentracdo de FDNI.

A massa de suplemento infundida no abomaso néo foi considerada para o
calculo do balanco de compostos nitrogenados no rimen.

A massa ruminal de FDN e a taxa de passagem da FDN foram calculadas,

respectivamente, pelas equacgoes:

MRF = MRMS x[FR] (1);
FAF

kp=-—_ =24 2);

P VRF @)
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em que: MRF = massa ruminal de FDN (g), MRMS = massa ruminal de MS (g), [FR] =
concentracdo ruminal de FDN (g/g de MS), FAF = fluxo abomasal de FDN (g/dia), e kp
= taxa de passagem ruminal da FPIN).

A concentracdo de NAR foi quantificada pela técnica colorimétrica proposta por
Chaney & Marbach (1962). As concentracfes obtidas nos diferentes tempos de
amostragem foram combinadas por animal e periodo, produzindo-se, ao final, valor
anico representativo da média diaria de concentracdo de NAR. Combinacéao similar foi
conduzida sobre os valores de pH ruminal.

As amostras de liquido ruminal relativas a avaliagcdo da concentracdo de AGV,
depois de descongeladas, foram compostas (volumes iguais para cada coleta) por animal
e periodo e avaliadas por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC;
cromatografo Shimadzu, modelo SPD-10A VP), utilizando-se coluna de fase reversa
(fase moével de acido ortofosférico em agua, 10 mL/L) e detector ultra-violeta em
comprimento de onda de 210 nm.

As amostras de micro-organismos ruminais foram avaliadas quanto aos teores de
PB (método INCT-CA N-001/1) e bases puricas (Ushida et al., 1985). As bases puricas
foram utilizadas como indicador para avaliacdo da concentracdo microbiana na digesta
abomasal, tomando-se como base a relagi@: Niotal NOS Micro-organismos ruminais.

A producdo ruminal de compostos nitrogenados microbianos foi quantificada por
intermédio do produto entre concentracdo na digesta abomasal e fluxo diario de MS
abomasal.

As estimativas do balanco aparente de compostos nitrogenados foram obtidas
pela subtracdo das excrecdes fecais e urinarias do consumo de nitrogénio.

Para avaliacao das atividades das enzimas envolvidas no processo de degradacéo

da fibra insoluvel, os sacos de nylon com as amostras da fibra colonizada foram
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descongelados e 1 g do residuo fibroso foi transferido para recipiente tipo becker e outra
aliquota acondicionada em pesa-filtro e levada a estufa néo-ventilada (105°C/16 horas)
para obtencédo da concentracdo de MS. Ao residuo Umido foram acrecentados 10 mL de
tampéao fosfato de sodio (10 mM, pH 6,8), 25 pL de mercaptoetanol e 125 pL de
lisozima 0,4% (Farenzena, 2010), sendo mantido em banho maria a 37°C por 3 horas. O
conteudo foi entdo centrifugado (1000 x g/15 min; 4°C), sendo a porcao fibrosa
removida por filtracdo em camada tripla de gaze. A fracdo liquida foi utilizada para
estimar a atividade de CMCase e xilanase.

Para quantificacdo da atividade da CMCase foi usado o método descrito por
Miller et al. (1960). Para tal, 1 mL do extrato enzimatico obtido foi incubado a 50°C por
20 min com 1 mL do substrato de carboximetilcelulose (contendo, por litro: 11,2 g de
carboximetilcelulose; 7 g de acido citrico; 19,6 g de citrato de sodio dihidratado; 400
mg de merthiolate e 400 mg de glicose). ApGs o periodo de incubacéo, os tubos foram
resfriados em agua corrente e 3 mL do reagente DNS (10 g de acido dinitrossalicilico,
300 g de tartarato duplo de Na e K, 500 mL de agua destilada e 300 mL de NaOH 2 M)
foram adicionados. Para cada 20 mL do reagente DNS, adicionou-se 28 pL de solucao
de fenol (50 g/L) e 80 pL de solucdo de metabisulfito de sodio (350 g/L). Os tubos
foram incubados em agua fervente por 15 min, resfriados e procedeu-se a leitura em
espectrofotometro (540 nm).

A atividade da CMC foi obtida pela avaliacdo da quantidade de acgUcares
redutores liberados ap6s o periodo de incubacdo da enzima com o substrato. Foi gerada
curva padréo com solugdes contento 0,3; 0,6; 1,2; 3,0; 4,2; 5,4 e 6,0 mM de glicose.

O ensaio para enzima xilanase foi realizado conforme descrito por Barley et al.
(1992), com algumas modificagcdes, baseadas no método do DNS, utilizando como

substrato solucdo de xilana (10 g/L). A reacdo enzimatica para um volume final de 1,6
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mL foi composta por 400 pL da solucédo de xilana preparada em tampao citrato fosfato
(0,1 M; pH 6,2), 800 uL de tampao citrato fosfato (0,1 M; pH 6,2) e 400 pL de extrato
enzimatico. Est mistura foi incubada em banho-maria a 50°C por 30 min. Apos
agitacao, foram adicionados 400 pL do reagente DABiistura foi colocada em agua

em ebulicdo por 5 minutos, adicionando-se, em seguida, 1,6 mL de agua destilada. A
leitura foi realizada em espectrofotbmetro (540 nm). Para o calculo da atividade de
xilanase foi utilizado a equacédo da curva de DNS com padrdo de D-xilosaleres
expressos em nmol de acucares redutores liberados/g MS/min.

Para avaliacdo da dinamica de degradacao da FDN, aliquotas de forragem (350
mg de MS) previamente processadas a 1 mm foram acondicionadas em frascos de vidro
tipo “penicilina” com 50 mL de volume total. Posteriormente, foram adicionados 28 mL
de solucédo tampado (McDougall, 1949), com pH previamente ajustado para 6,8 com
CO..

Os frascos foram mantidos em sala climatizada (39°C) para prévia hidratacao
das amostras. Durante o processo de hidratacao foi coletado liquido ruminal proveniente
dos quatro animais submetidos a cada tratamento conforme descrito anteriormente
Foram adicionados 7 mL de indculo ruminal por frasco, preservando-se os tratamentos
avaliados, procedendo-se imediatamente a saturacdo do ambiente de incubacdo com
CO, e a vedacdao dos frascos. Para o procedimento de incubacdo manteve-se as relacdes
de 100 mg de MS de amostra/10 mL de solucdo final e 1 mL de in6culo/4 mL de
solugcéo tampéo. Os frascos foram mantidos a 39°C, sob agitacdo orbital (48 rpm)
retirada dos gases oriundos da fermentacéo foi realizada a cada trés horas dém o aux
de agulhas.

Foram avaliados os tempos de 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas de

incubacdo. Ao final de cada tempo de incubacdo os frascos foram retirados da sala
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climatizada, sendo o conteudo filtrado sob vacuo em cadinhos filtrantes. Os cadinhos
foram entdo acondicionados em frascos de polietiieno (120 mL), aos quais se

adiciomram50 mL de solucéo de detergente neutro. Os frascos foram entédo vedados e
autoclavados conforme método INCT-CA F-002/1 (Detmann et al., 2012). Apés este

tratamento, foi executado novamente o procedimento de filtracdo sob vacuo, com

posterior lavagem sequencial do residuo com agua quente e acetona. A FDN residual foi
obtida apds secagem do material em estufa ndo ventilada (105°C/16 horas).

Os residuos de FDN nos diferentes tempos, para cada tratamento, foram
submetidos ao ajustamento, por intermédio do algoritmo de Gauss-Newton
implementado no procedimento NLIN do SAS (versdo 9.2), do modelo logistico ndo
linear descrito por Van Milgen et al. (1991):

R =Bx @1+ Axt)xe™ 4] (3);

em que: R = residuo naaegradado de FDN no tempo “t” (g/100 g), B = fracéo
potencialmente degradavel da FDN (g/100 g), | = fracdo indegradavel da FDN (g/100
g), A = taxa fracional conjunta de laténcia e degradagdo (h™), e t = tempo (h).

Em virtude de o parametro A representar conjuntamente as taxas de laténcia e
degradacéo, estima@e a taxa fracinal de degradagdo a partir de A utilizando-se as
propriedades da distribuicdo gama-2 (Ellis et al., 1994):
kd = 059635« 1 (4);
em que: kd = taxa fracional de degradacdo da FDN potencialmente degradpvel (h

A caracterizacdo da comunidade microbiana foi realizada por intermédio da
técnica de PCR-DGGE (Muyzer et al.,1993).

Inicialmente, as amostras da fracdo solida e liquida do conteddo ruminal foram
descongeladasem temperatura ambiente e compostas por animal e periodo

experimental. Em sequéncia, procedeu-se a extracdo do DNA metagendmico
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microbiano segundo descrito por Stevenson & Weimer (2007). Para ampliar a pureza do
material, as amostras foram submetidas a acdo da enzima RNAse conforme descrito por
Bento (2012). Ao fim do processo as amostras de DNA faemsuspendidas em
tampéo TE (10 mM de Tris/HCI; 1 mM de EDTA,; pH 8,0) e armazenadz®°C.

Para avaliar a integridadea concentracdo das amostras de DNA, as amostras
foram analisadas em gel de agarose (8 g/L) em solucdo TBE 1X (0,1 M de Tris/HCI;
0,09 M de éacido bérico; 1 mM e EDTA; pH 8,0; Sambrook et al., 1989) e corauias co
Gel Red (0,4X). A avaliacdo qualitativa da concentracao foi feita contrastando-se a
imagem das amostras e de marcaddsa de fago A de concentracdo conhecida.
gel com as amostras dONA extraido e dos marcadores foi visualizado e foto-
documentado no sistema de digitalizacdo de imagens Eagl¥ ESeatagene, Cedar
Creek, USA.

Apés comprovada a qualidade e a presenca de concentracdo aceitavel de DNA,
concentracdo exata de DNA em cada amostra foi quantificada espectrofotometricamente
em micro placas de leitor de Elisa (Espectofotometro 1510, Thermo Fischer). Em
seguida, aliquotas das amostras foram diluidas para obtencdo de amostras de
concentracdo padronizada (20 ng de DNA/uL) e mantidas a -20°C. Posteriormente, as
amostras foram utilizadaesm reacbes em cadeia da polimerase (PCR) com os
oligonucleotideos iniciadores 341fGC/518r especificos para amplificacdo da regido V3
do gene rRNA 16S do dominio Bacteria (Muyzer et al., 1993). As reacbes de PCR
foram realizadas em microtubos de 200 pL conté&idpl da solugdo de reagentes e
DNA (Tabela 2). O protocolo de execucdo da PCR foi adaptado de Muhling et al.
(2008). Primeiro, as solu¢cBes foram submetidas a uma etapa de desnaturacao inicial
sendo mantidas 96°C por 4 minutos; em sequéncia foram realizados 35 ciclos de

amplificagdo, em cada ciclo as solu¢cdes eram submetidas a temperaturas de 96°C
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durante 1 minuto para desnaturacdo dos oligonucleotideos, sendo posteriormente
mantidasa 56°C durante 1 minuto para anelamento dos oligonucleotideos e, por fim,
mantidas a 72°C durante 30 segundos para a extensdo dos oligonucleotideos. Apds o0s
ciclos de amplificacdo, as solucbes foram submetidas a uma etapa de extensao final
sendo mantidas a 72°C por 5 minutos.

Em todas as reacg0es foi utilizado controle negativo (solucéo de reacao, Tabela 2)
sem DNA molde; As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador Biocycler,

modelo MG96G.

Tabela 2- Mistura da reacédo de PCR utilizada nas reacdes de amplificacao

Reagentes Volume (uL)
Tampao GoTag® Reaction Buffer (bX 2,5
MgCI2 (25 mM) 2,0
dNTPs (2 mM) 2,0
Oligonucleotideo Forward 0 uM) 0,3
Oligonucleotideo Revergeé0 uM) 0,3
GoTaq® DNA polimerase (5 upl) 0,5
BSA (2 mg/mL) 2,0
DNA (20 ng/uL) 1,0
Agua MilliQ (g.s.p.) 25,0

Os amplicons resultantes das amplificac6es por PCR foram analisados em gel de
agarose 18 g/L em tampédo TBE 1X (0,1 M de Tris/HCI; 0,09 M de acido bérico; 1 mM
EDTA; pH 8,0; Sambrook et al., 1989), utilizanslemarcador Ladder de tamanho 100
pb DNA (Promega, Madison, USA) para estimar o tamanho da regiao copiada.

A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) foi realizada

utilizando-se o equipamento DGGE01 (C.B.S. Scientific Company, USA). Foram
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aplicados8 uL dos produtos da reacdo de PCRintamente com 8 uL do tampao de
amostra (azul de bromofenol 0,5 g/L; xileno cianol 0,5 g/L; glicerol 70% e TAE 1 X)
em gel de poliacrilamida (acrilamida:N,N’-metilenobisacrilamida 37,5:1) vertical a 80

g/L em tampéo TAE 1X para fragmentos de tamanhos variando de 200 pb a 400 pb. O
gradiente desnaturante variou linearmente de 40% a 60%

O gradiente foi formado a partir da mistura de duas solucdes (40% e 60%)
dispensadas por mini bomba peristéltica formadora de gradieRBIB0D-220: Mini-
Peristaltic Pump for Gradient Gel Casting, C.B.S. Scientific Company, USA). As
solucbes 40% e 60% foram preparadas misturando-se duas solucdes estoque de
poliacrilamida: solucdo com 100% de agentes desnaturantes (que corresponde a ureia 7
M e formamida deionizada 400 mL/L) e outra solu¢do sem esses agentes.

A cada uma das solu¢des foram adicionados 3,6 mL/L de persulfato de aménio
(100 g/L) [polimerizador] e 0,43 mL/lde TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletileno
diamino) [catalisador]. A solucdo 60% foram adiciona@2@siL de corante (azul de
bromofenol 5 g/L; xileno cianol 5 g/L e TAE 1X) para visualizacdo do gradiente. O
tempo de polimerizacao do gel antes da aplicacdo das amostras foi de 3 horas.

Uma mistura de fragmentos de rRNA 16S das seguintes espécies bacterianas foi
utilizada como marcador nas canaletas das extremidades do gel: Escherichia coli ATCC
29214 {-Proteobacteria), Salmonella enterica typhimurium ATCC 14028 (
Proteobacteria), Bacillus cereus ATCC 14579 (Firmicutes) e Lactococcus lactis ATCC
19435 (Firmicutes).

A eletroforese foi realizada a temperatura de 60°C e voltagem constante de 90 V,
durante 15 horas. O gel foi corado por 20 minutos com solu¢cdo de SYBR® Gold
(Invitrogen). A imagem do gel foi visualizada e foto-documentada por meio do sistema

dedigitalizagdo de imagem Eagle Eye™ (Stratagene).
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O indice Shannon-Weiner de diversidade e a riqgueza microbiana foram
calculados com base na matriz binaria de presenca ou auséncia de bandas gerada por
meio da andlise da imagem digitalizada do gel no software Bionumerics 5.1

Para o calculo de ambos utilizou-se o programa Paleontological Statistics
Software Package for Education and Data Analysis (PAST). A riqueza constitui a soma
do numero de bandas presentes em uma determinada amostra, o indice Shannon-Wiener

de diversidade (H”), por sua vez, pode ser calculado com base na equagao:

H'=-> [P xlog(R)] (5);

em que: S € o numero de bandas na amostran®, n= numero de bandas i, e N=
namero total de bandas.

O experimento foi conduzido segundo delineamento em quadrado latino 4 x 4
balanceado para efeitos residuais (Cochran & Cox, 1957), sendo dois quadrados
sequenciais. Para avaliacdo das caracteristicas de producdo e atividade enziméatica
utilizou-se o modelo:
Y =+Q +S +QF + A, + By +& &
em que: p = constante geral, fefeito do quadrado latino i confundido com efeito da
qualidade de forragem (efeito fixo), S efeito do esquema de suplementacéo | (efeito
fixo), QS; = interagcéo entre qualidade de forragem e esquema de suplementagédo (efeito
fixo), Agk = efeito do animal k aninhado ao quadro latino i (efeito aleatorig)=P
efeito do periodo 1 aninhado ao quadrado latino i (efeito aleatorio), e i = erro aleatorio
nao observéavel.

Para o caso das avaliacdes das atividades de CMCase e xilanase, os diferentes

tempos foram considerados como medidas repetidas. A escolha da melhor estrutura de
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matriz de (co)variancias foi realizada com base no critério de Akaike corrigido,
optando-se por estruturas com simetria composta.

Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos por intermédio do
procedimento MIXED implementado no programa SAS (versédo 9.2) adotando-se 0,05
como nivel critico de probabilidade para o erro tipo I. Quando necessario, as médias de
tratamentos foram comparadas por intermédiddderenca Minima Significativa de
Fischer.

Adicionalmente, a estrutura da comunidade microbiana foi avaliada com base no
coeficiente Dice de similaridade e dendogramas foram estabelecidos de acordo com
método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) para

agrupamentos, com base na matriz binaria de presenca e auséncia de bandas.
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Resultados

N&o foram observados efeitos (P>0,05) da qualidade da foragem, do esquema de
suplementacao ou sua intera¢do sobre o consuriOdéor outro lado, a despeito da
auséncia de efeito do esquema de suplementacdo e de interacdo entre esquema de
suplementacdo e qualidade da forragem (P>0,05), o consumo de FDN foi superior
(P<0,05) quando forragem de alta qualidade foi ofertada aos animais (Tabela 3). O
consumo de nitrogénio foi ampliado (P<0,05) com o fornecimento de suplementos e
pela melhoria da qualidade da forragem (Tabela 3).

N&ao foram verificados efeitos de interacdo entre qualidade da forragem e
esquema de suplementacdo sobre as medidas ddildigesle, de balanco de
compostos nitrogenados e producdo microbiana (P>0,05; Tabela 3).

O coeficiente de digestibilidade total da MO foi incrementado (P>0,05) pela
suplementacdo e pela melhoria na qualidade da forragemcoeficiente de
digestibilidade da FDN né&o foi afetado pelo esquema de suplementacéo (P>0,05), mas
foi superior quando os animais receberam forragem de alta qua(R@@5; Tabela
3).

O balango aparente de compostos nitrogenados no raimen (BNR), néo foi afetado
pela qualidade da forragem (P>0,05). Contudo, este foi ampliado (P<0,05) pela
suplementacdo no riamen e no rumen-abomaso. Ressalta-se que a auséncia de
suplementacdo e a suplementacdo exclusiva no abomaso proporcionam valores
negativos de BNR (Tabela 3).

O BN foi ampliado (P<0,05) pelo fornecimento de suplemento,
independentemente do local de suplementacéo, e pelo fornecimento de forragem de

melhor qualidade (Tabela 3).
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Tabela3 - Consumo voluntario de matéria organica (CMO; kg/dia), de fibra em detergente neutro (QFIdY;e&de nitrogénio (CN; g/dia
coeficiente de digestibilidade da matéria organica (DMO; g/g) e da fibra em detergente neutro (DFDudlagig); de nitrogéni
no rimen (BNR; g/dia) e no organismo animal (BN; g/dia); fluxo abomasal de nitrogénio microbiano (NMiCe gficiéncia de
sintese de proteina microbiana (EFM; g/kg de matéria organica digerida) em funcdo da qualidadgeta &odo esquema

suplementacao

Qualidade da forragem

Média Alta’ Valor-FP?

Item C R R+A A C R R+A A EPM Q S QxS
CMO 4,72 5,25 4,80 4,81 6,78 7,17 6,68 6,77 0,473 0,095 0,141 0,978
CFDN 3,65 3,87 3,54 3,54 5,09 5,20 4,81 4,89 0,361 0,017 0,169 0,967

CN 64b 104a 98a 98a 114b 153a 144a 145a 7,2 <0,001 <0,001 0,916
DMO 0,468b 0,495a 0,502a 0,485a 0,555b 0,567a 0,567a 0,570a 0,017 0,005 0,025 0,357
DFDN 0,531 0,519 0,532 0,523 0,603 0,612 0,608 0,602 0,018 0,004 0,950 0,872
BNR3 -14,4b 12,2a -1,9a -23,2b -15,6b 20,5a 9,0a -14,6b 10,83 0,437 <0,001 0,566

BN* 4,1b 19,3a 18,3a 22,0a 26,7b 34,7a 35,9a 43,8a 572 0,032 0,003 0,758
NMIC 48,8 61,2 58,8 60,0 82,6 87,8 72,5 76,2 11,13 0,122 0,676 0,648
EFM 137 149 147 155 137 134 108 123 16,4 0,137 0,872 0,693

' C = controle; R = suplementacdo no rimen; A = suplementacéo no ab6@aSoe Q x S = efeitos relativos a qualidade da forragem, ao esqueméedeBtgLao e su.
interac&o, respectivamente.3 BNR= consumo de nitrogénio menos flugerduiale nitrogénic' BN = consumo de nitrogénio menos as excregdes fecal e urina
nitrogénio.

a, b: médias seguidas por letras diferentes, dentro de cada nivel do fator qualidadegemf diferem (P<0,05).
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A qualidade da forragem e o esquema de suplementacao nao afetaram @>0,05)
producdo de compostos nitrogenados no ramen (NMIC) e a eficiéncia de sintese de
proteina microbiana (EFM). O valor médio de EFM foi de 136 g PB microbiana/kg de
MO digerida (MOD) (Tabela 3).

A concentracdo de NAR foi afetada (P<0,05) somente pelo esquema de
suplementacdo (Tabela 4). A suplementacdo no rudmen incrementou (P&0,05)
concentracdo de NAR. Por outro lado, animais recebendo suplementacdo naerdamen
abomaso ou exclusivamente no abomaso nao apresentaram diferencas (P>0,05) quando
comparados a animais nao suplementados.

A melhoria da qualidade da forragem ampliou (P<0,05) a concentracdo de AGV
no fluido ruminal. Contudo, efeitos de esquema de suplementacéo e sua interacdo com a
qualidade da forragem néo foram verificados (P>0,05; Tabela 4).

O esquema de suplementacdo ndo afetou a taxa de passagem da FDN (P>0,05).
Contudo, quando os animais receberam forragem de melhor qualidade a taxa de
passagem da FDN foi reduzida (P<0,05; Tabela 4)

A massa residual de FDN e o pH nao foram afetados (P>0,05) pela qualidade da
forragem, esquema de suplementacao ou sua interacédo (Tabela 4).

A riqueza ea diversidade microbiana das fracdes liquida e solida ndo foram
afetadas (P>0,05) pelo esquema de suplementacéo ou pela interacdo entre qualidade de
forragem e esquema de suplementacgdo. Entretanto, a riqueza e a diversidade (indice
Shannon-Weiner) bacteriana associada a fase liquida da digesta ruminal foram
incrementadas (P<0,05) pela melhoria na qualidade da forragem (Tabela 5). Nenhum
efeito foi verificado (P>0,05) sobre as caracteristicas de diversidade da fase soélida da

digesta ruminal.
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Tabela 4- Concentragdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR; mg/dL), concentracdo de &cidus \gyliteis no fluido ruminal (AGV
mmol/dL), pH ruminal, taxa de passagem da FDN (TPFDN;ehmassa ruminal de FDN (MRFDN; kg) em funcdo da quali

da forragem e do esquema de suplementacao

Qualidade da forragem

Média Alta’ Valor-F*
Item C R R+A A C R R+A A EPM Q S OxS
NAR 4,4b 13,7a 8,2b 5,6b 7,1b 14,8a 9,7b 7,8b 1,95 0,283 <0,001 0,942
AGV 5,28 5,40 6,05 5,55 9,23 9,00 9,31 9,11 0,484 <0,001 0,550 0,802
pH 6,83 6,74 6,72 6,79 6,73 6,75 6,71 6,72 0,100 0,622 0,935 0,926
TPFDN 0,030 0,034 0,030 0,024 0,018 0,019 0,016 0,016 0,0025 <0,001 0,207 0,478
MRFDN 2,62 2,55 2,41 2,91 1,67 1,83 1,70 1,78 0,363 0,083 0,573 0,700

' C = controle; R = suplementac&o no rimen; A = suplementac&o no abo@asoe Q x S = efeitos relativos a qualidade da forragem, ao esqueméed®BtaLa0 e su.
interacdo, respectivamente.

a, b: médias seguidas por letras diferentes, dentro de cada nivel do fator qualfdedgei®, diferem (P<0,05).
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Tabela 5 Taxa de degradacdo da FDN (kih) riqueza bacteriana associada a fracao liquida (RFL) e sélida (RFS) do contetido ruminz
Shannon-Weiner de diversidade bacteriana referente as bactérias associadas a fracédo liguedad(ig (SFS) do conteuc

ruminal em funcdo da qualidade da forragem e do esquema de suplementacao

Qualidade da forragem

Média Alta’ Valor-FP*
Item C R R+A A C R R+A A EPM Q S  OxS
kd 0,034b 0,047a 0,039b 0,039b 0,053b 0,056a 0,050b 0,046b 0,0048 0,083 0,029 0,244
RFL 22,0 22,3 24,3 24,3 29,8 30,8 28,8 27,8 1,53 0,002 0,958 0,281
RFS 28,3 32,5 29,5 32,5 29,3 30,0 27,8 27,5 1,80 0,185 0,420 0,417
SFL 3,08 3,10 3,18 3,19 3,39 3,42 3,35 3,32 0,056 0,001 0,947 0,298
SFS 3,34 3,48 3,37 3,48 3,37 3,40 3,32 3,30 0,064 0,217 0,463 0,428

' C = controle; R = suplementac&o no rimen; A = suplementacéo no ab6Rasoe Q x S = efeitos relativos a qualidade da forragem, ao esqueméedeestarao e su
interacdo, respectivamente.

a, b: médias seguidas por letras diferentes, dentro de cada nivel do fator qualidadgef diferem (P<0,05).
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A taxa de degradacdo da FDN (kd')Hoi afetada (P<0,05) pelo esquema de
suplementacdo, mas nao sofreu influéncia (P>0,05) da qualidade da forragem ou da
interacdo entre esquema de suplementacdo e qualidade de forragem. A suplementacao
no ramen ampliou (P<0,0% kd da FDN, ao passo que os demais esquemas de
suplementacao néo diferiram entre si (P>0,05; Tabela 5).

A atividade da CMCase nao foi afetada (P>0,05) pela qualidade da forragem,
tempo amostral, e pelas interacdes entre qualidade, esquema de suplementacao e tempo.
Todavia, a atividade da CMCase foi reduzida pela suplementacdo no abomaso e ramen-

abomaso (P<0,05), ndo diferindo entre os demais tratamentos (Tabela 6; Figura 1).
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Figura 1- Atividade média das enzimas xilanase e carboximetilcelulase (nm

aclcar redutor liberado/g de MS/minuto) ao longo do periodo pos-prar
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Tabela 6 - Atividades das enzimas carboximetilcelulose (CMCase) e xilanase (nmol derediicar liberado/g MS/min) em funcéo

gualidade da forragem e do esquema de suplementacéo

Qualidade da forragem

Média Alta’ Valor-P?
ltem C R R+A A C R R+A A EPM Q S QxS T
CMCase 2019a 2088a 1670b  1932b 2921a 2600a 2231b 2154b 2835 0,152 0,044 0,337 0,219
Xilanase 4535 5108 4973 4610 4506a 3555ab 2864b 3287b 599,4 0,145 0,233 0,043 <0,001

' C = controle; R = suplementac&o no rimen; A = suplementacdo nastho®, S, Q x S e T = efeitos relativos, respectivamente, & qualidade da foraagesquema d

suplementagao, a interagdo entres os dois anteriores, e ao ¥emwm efeito de interagdo envolvendo o tempo de avaliago foi signifiRt05).

a, b: médias seguidas por letras diferentes, dentro de cada nivel do fator qualidadgela f diferem (P<0,05).

29



Para a atividade da xilanase observou-se interacdo entre qualidade de forragem e
esquema de suplementacdo (P<0,05; Tabela 6), assim como efeito do tempo de
amostragem (Figura 1). Quando os animais receberam feno de média qualidade a
atividade da xilanase nado diferiu (P>0,05) entre esquemas de suplementacdo. No
entanto, quando forragem de alta qualidade foi ofertada, a suplementacdo no abomaso e
no rumen e abomaso proporcionou valores de atividade da xilanase inferiores (P<0,05)
ao observado no controle, sendo que valores intermediarios foram observados para a
suplementacao no rimen (Tabela 6). A atividade da xilanase foi ampliada (P<0,05) em
funcdo do tempo de amostragem (Figura 1). Ressalta-se que ndo foram observadas
interacdes entre tempo e os demais efeitos (P>0,05) sobre as atividades de CMCase e
xilanase.

N&o foi observada correlacdo (P>0,05) entre as varidveis associadas a atividade
enzimatica e diversidade microbiana e as caracteristicas ligadas ao desempenho
nutricional (Tabelas 7 e 8), excecao feita a correlacdo positiva (P<0,05) entre a kd da
FDN e BNR (Tabela)8

Quando consideradas as associacfes entre as variaveis ligadas a atividade
enzimatica e diversidade microbiana verificou-se que as atividades de CMCase e
xilanase se correlacionaram positivamente entre si (P<0,05). Correlacdo positiva
(P<0,05) também foi observada entre estas e a taxa de degradacédo da FDN (Tabela 9).
A riqueza e a diversidade microbiana correlacionaram-se (P<0,05) de forma positiva
dentro de cada fracdo, mas ndo se observou associacdo (P>0,05) entre fragdes.
Nenhuma correlacdo (P>0,05) foi observada entre atividade fibrolitica e diversidade

microbiana (Tabela 9).
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Tabela 7 - Coeficientes de correlagéo linear de Pearson entre as variaveis: riq
micro-organismos associados a fracdo liquida (RFL) e a fracdo
(RFS), indice Shannon-Wiener da diversidade microbiana associ
fracdo liquida (SFL) e a fracdo sdlida (SFS), taxa de degradacéo de¢
(kd), atividade enzimética da carboximetilcelulase (CMCase) e da xil:
e as variaveis consumo de matéria organica (CMO), consumo de fib
detergente neutro (CFDN), consumo de nitrogénio (CN); coeficient
digestibilidade da matéria organica (DMO) e da fibra em detergente r

(DFDN) e balanco aparente de nitrogénio (BN)

Variaveis *
Variaveis RFL RFS SFL SFS kd CMCase XIL

CMO -0,156  -0,280 -2,17 0,071 0,110 0,002 0,060
(0,626)  (0,377)  (0,497)  (0,824)  (0,732)  (0,993)  (0,851)

CFDN -0,165 -0,106 -0,215 0,100 0,163 0,238 0,236
(0,608)  (0,741)  (0,500)  (0,756)  (0,611)  (0,455)  (0,458)

CN -0,001 0,080 -0,042 0,057 -0,080 -0,457 -0,340
(0,998) (0,803) (0,894)  (0,858)  (0,803)  (0,135)  (0,278)

DMO 0,491 0,337 0,510 0,331 0,317 -0,111 -0,128
(0,104)  (0,283)  (0,090)  (0,293)  (0,315)  (0,731)  (0,691)

DFDN 0,472 0,262 0,504 0,272 0,270 0,159 -0,049
(0,120)  (0,408)  (0,094)  (0,391)  (0,394)  (0,731)  (0,691)

BN -0,062 -0,190 -0,085 -0,205 -0,375 -0,379 -0192
(0,870)  (0,552)  (0,792)  (0,522)  (0,229)  (0,223)  (0,549)

! Os coeficientes de correlacdo foram ajustados para os efeitos de aniniatle peperimental Os
valores entre parénteses indicam o nivel descritivo de probabilidade paratpe@rir@associado a:

hipoteses: kbt p =0, Ha: p #0.

A avaliagdo multivariada da diversidade permitiu evidenciar separagédo entre as
fracdes liquida e sélida quando consideradas as forragens de ambas as qualidades
(Figuras 2 e 3). Percebeu-se que a variacdo na qualidade da forragem influencia
diversidade microbiana associada a fracéo liquida do fluido ruminal (Figura 4), embora

nao tenha exercido tal efeito sobre a fracdo solida (Figura 5). Em nenhuma avaliacéo
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percebeu-se efeito claro do esquema de suplementacdo sobre a diversidade microbiana

no ambiente ruminal.

Tabela 8 - Coeficientes de correlacdo linear de Pearson entre as variaveis: de
micro-organismos associados a fracdo liquida (RFL) e a frac&o solida |
indice Shannon-Wiener da diversidade microbiana associada a fracao
(SFL) e a fracdo sélida (SFS), taxa de degradacdo da FDN (kd), ati
enzimatica da carboximetilcelulase (CMCase) e da xilanase e as va
pH ruminal, concentragcdo de nitrogénio amoniacal ruminal (N/
concentracdo de acidos graxos volateis, (AGV), fluxo de nitroc
microbiano ao abomaso (NMIC), eficiéncia de sintese de pro

microbiana (EFM) e balanco de nitrogénio no rimen (BNR)

Variaveis 2
Variaveis RFL RFS SFL SES Kd CMCase XIL
pH -0,233 -0,543, -0,246 -0,518 -0,047 0,012 -0,011

(0,465)  (0,067) (0,4®)  (0,084) (0,882)  (0,970)  (0,972)
NAR 0,126 0,477 0,081 0,469 0,405 0,118 0,040
(0,694)  (0,116)  (0,801)  (0,123)  (0,190)  (0,713)  (0,900)
AGV 0,043 -0,114 0,035 -0,111 -0,419 -0,311 -0,385
(0,894)  (0,723) (0,912) (0,730)  (0,174)  (0,323)  (0,216)
NMIC -0,179 -0,280 -0,264 -0,321 -0,020 0,089 0,385
(0,575)  (0,377)  (0,405)  (0,308)  (0,950)  (0,782)  (0,216)
EFM -0,249 -0,246 -0,321 -0,284 -0,145 0,063 0,327
(0,433) (0,439) (0,307)  (0,370)  (0,651)  (0,843)  (0,299)
BNR 0,036 0,141 -0,099 0,150 0,591 0,304 0,201
(0,909) (0,660) (0,758)  (0,641)  (0,042)  (0,336)  (0,530)

! Os coeficientes de correlacdo foram ajustados para os efeitos de aniniatle peperimental Os
valores entre parénteses indicam o nivel descritivo de probabilidade paratiperr@ssociado a

hipoteses: bt p =0, Ha: p #0.
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Tabela 9- Coeficientes de correlagéo linear de Pearson entre as variaveis: riqL
micro-organismos associados a fracdo liquida (RFL) e a fracdo
(RFS), indice Shannon-Wiener da diversidade microbiana associ
fracdo liquida (SFL) e a fracdo sdlida (SFS), taxa de degradacéo d¢
(kd), atividade enzimética da caboximetilcelulase (CMCase) e da xilar

Variaveis *

Variaveis RFS SFL SFS kd CMCase XIL
RFL 0,139 0,991 0,119 0,210 0,024 0,384
(0,665) (<0,001) (0,711) (0,510) (0,940) (0,217)
RFS 0,125 0,996 0,448 0,188 0,128
(0,702) (<0,001) (0,143) (0,556) (0,691)
SFL 0,109 0,155 0,012 0,322
(0,735) (0,629) (0,968) (0,305)
SFS 0,451 0,213 0,106
(0,140) (0,504) (0,742)
kd 0,588 0,592
(0,044) (0,042)
CMC 0,721
(0,008)

! Os coeficientes de correlacdo foram ajustados para os efeitos de aniniatle peperimental Os
valores entre parénteses indicam o nivel descritivo de probabilidade paratpe@rir@associado a

hipoteses: kbt p=0, Hy p #0.
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Discussao

As forragens utilizadas neste estudo foram classificadas como de média e alta
qualidade. Esta classificacao foi incialmente fundamentada no teor proteico da forragem
(Tabela ), devido ao papel central da proteina na nutricdo de bovinos em condi¢cbes
tropicais, haja vista que sua deficiéncia € comum em diversas condi¢cdes dietéticas
(Detmann et al., 2010; 2014a).

A despeito da concentracdo similar de FDN, a qualidade dos compostos fibrosos
de ambas as forragens foi notadamente distinta, o que € percebido pela avaliacdo do
potencial de degradacédo da FDN. A relacdo FDNi/Epdas forragens de média e alta
qualidade foi de 0,54 e 0,37, respectivamente, corroborando a melhor qualidade da
forragem denominada de alta qualidade (Tabela 1).

A despeito da auséncia de significancia (P>0,09), o consumo de MO foi
aproximadamente 40% superior quando forragem de alta qualidade foi ofexexida
animais. Este comportamento é corroborado pelo maior consumo de FDN ens animai
alimentados com forragem de alta qualidade (Tabela 3). Considerando que o0s
suplementos eram isentos de FDN, a ampliacdo no consumo de FDN implica
necessariamente em ampliagdo do consumo de forragem.

A auséncia de respostas a suplementacdo sobre o consumo com ambas as
forragens corrobora resultados obtidos em condi¢cdes néo tropicais (Van Soest, 1994) e
tropicais (Lazzarini et al., 2009; Figueiras et al., 2010; Lazzarini, 2@h)que
estimulos sobre o consumo com relagdo a suplementacédo proteica deixam de ser
evidentes quando os teores de PB da forragem ultrapassam 70-80 g/kg MS.

Ao menos parte da ampliacdo do consumo com a elevacdo da qualidade da

forragem parece advir da maior digestibilidade da FDN observada com a forragem de
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alta qualidade (Tabela 3), o que culminou também em maior concentracdo de AGV no
ramen (Tabela 4). Contudo, os efeitos da suplementacdo ndo se mostraram evidentes,
uma vez que nao houve alteracdo da digestibilidade da FDN com o fornecimento de
suplementos, o que indica pouca ou nenhuma alteracdo sobre a digestibilidade da
forragem basal (Tabela 3). A elevacéo da digestibilidade da MO com a suplementacao
parece indicar efeito direto da alta digestibilidade do suplemento em si.

Segundo Detmann et al. (2013), as deficiéncias de compostos nitrogenados em
bovinos alimentados com forragens tropicais seriam classificadas como primarias e
secundarias. As deficiéncias primarias seriam associadas a limitacdes de natureza
microbiana quanto a capacidade de utilizacdo dos substratos basais no ramen. Por sua
vez, as deficiéncias secundarias estdo associadas a caracteristicas pés-digestivas ou
metabodlicas nas quais alguma deficiéncia de compostos nitrogenados compromete o
desempenho dos animais.

Para consideracao dos efeitos pds-ingestivos ou metabdlicos da proteina sobre o
consumo, Detmann et al. (2013; 2014b) sugeriram a utilizacdo de relacdo entre a
proteina e a energia dietética (P:E), devido a possibilidade de visualizacdo da adequacéao
metabolica causada pela utilizacdo de nutrientes suplementares. Associacdes entre P:E e
consumo de forragens tém sido estabelecidas por varios autores em condi¢des tropicais
(Egan, 1977; Panjaitan et al., 2010; Costa et al., 2011b; Detmann et al., 2014b).

Utilizando-se a relacdo entre as concentracbes de PB e de MOD como
representante da relacdo P:E, verificou-se comportamento quadratico (P<0,01) do
consumo de MO, com ponto de maxima resposta em aproximadamente 216 g PB/kg
MOD (Figura 6), valor préximo do sugerido por Poppi & McLennan (1995) para
maxima eficiéncia de uso do nitrogénio suplementar (210 g PB/kg MOD). Com o

excesso de nitrogénio em relacdo a energia dietética ocorre reducdo do consumo
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voluntario pelo estabelecimento de relagbes de mal estar (Detmann et al.,, 2007),
excesso de catabolismo proteico (lllius & Jessop, 1996) e elevacao da producéo de calor

corporal (Poppi & McLennan, 1995).

(2} » ~ o ©
1 1 1 1 J

Consumo de matéria orgéanica (kg/dia)
N

150 175 200 225 250 275 30
PB:MOD (g/kg)

Figura 6 - Relacdo entre o consumo de matéria organica e a relacdo entre as
concentracdes dietéticas de proteina bruta e matéria organica digerida
(PB:MOD; Y =-21,03 + 0,2567X - 0,0005956X3;ys= 1,14; n = 32).

Considerando-se as condi¢bes alimentares aqui avaliadas, ndo ocorreriam
entraves ao consumo atribuidos a restricbes na degradacédo dos compostos fibrosos, pois
0s niveis de proteina da forragem basal se encontram acima do minimo necessario para
o atendimento das necessidades da microbiota fibrolitica ruminal (Lazzarini et al., 2009;
Figueiras et al., 2010; Sampaio et al., 2010; Detmann et al., 2014b).

Contudo, diante da reducéo da taxa de passagem da FDN observada neste estudo
com a utilizacdo de forragem de alta qualidade (Tabela 4), poderia se especular que
houvesse ampliacdo do efeito de replecdo ruminal da fibra nos animais consumindo
forragem de melhor qualidade, o que acarretaria reducdo do consumo. Todavia, a

relacdo entre consumo e taxa de passagem nao pode ser avaliada isoladamente, pois a
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ingestao voluntaria de forragem constitui um evento complexo com numero elevado de
variaveis e interacoes.

Variagcbes no enchimento ruminal tém sido relatadas como possivel ajustamento
causado pelo balanco entre exigéncias nutricionais e qualidade da dieta. Assim animais
podem ampliar a capacidade ruminal devido a um decréscimo na qualidade da forragem
(Weston, 1996; Schettini et al., 1999) ou a um aumento nas exigéncias nutricionais
(Tulloh, 1966; Forbes, 2007). Assim, considerando que nao ocorreu nenhuma alteracéo
significativa no estadio fisiolégico dos animais, a maior massa ruminal de FDN
observada com o fornecimento de forragem de média qualidade reflete tdo somente sua
menor qualidade em relacdo a forragem de alta qualidade (Tabela 4).

Embora sem efeito significativo (P>0,08), a taxa de degradacédo da fibra foi
aproximadamente 29% superior para a forragem de alta qualidade (Tabela 5).
Associando-se este comportamento a reducdo no pool ruminal de FDN (Tabela 4),
define-se que menor massa de FDN estaria sujeita a passagem ruminal com o
fornecimento de forragem de alta qualidade, suportando o comportamento observado
para a taxa de passagem ruminal (Tabela 4).

O BNR foi ampliado pela suplementacdo no rimen e no rienabhomaso
(Tabela 3), o que se deve diretamente ao aumento da disponibilidade de proteina
degradavel no rumen, reduzindo proporcionalmente a participagdo do nitrogénio
reciclado no pool total de nitrogénio ruminal (Detmann et al., 2013).

A despeito dos efeitos sobre o0 BNR, somente a suplementagéo ruminal foi capaz
de incrementar a concentracdo de NAR (Tabela 4), o que refletiu em elevdedia da
de degradacédo da FDN (Tabela 5). Detmann et al. (2009), utilizando a avaliagdo de

Hanes-Woolf, estabeleceram que existe relacéo linear positiva entre concentracdo de
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NAR e a taxa de degradacéo da fibra, o que suporta a elevacéo dos valores de ambas as
caracteristicas somente com a suplementacao ruminal.

A despeito dos efeitos da suplementacédo ruminal sobre a taxa de degradacao da
FDN e da melhoria da qualidade da forragem sobre a digestibilidade da FDN, nao foram
observadas alteracGes sobre a producdo de NMIC (Tabela 4). De acordo com Detmann
et al. (2014a), o crescimento microbiano no rimen de animais alimentados com
forragens tropicais ndo deve ser considerado completamente compreendido. Embora
haja melhorias no crescimento microbiano com a suplementagcdo com compostos
nitrogenados (Detmann et al., 2009), em diversos experimentos tem sido demonstrado
gue a suplementacdo com compostos nitrogenados ndo esta associada a aumentos
significativos no fluxo microbiano ao trato gastrintestinal posterior (Lazzarini et al.,
2009; Figueiras et al., 2010; Souza et al., 2010; Rufino,)2011

Considerando as caracteristicas associadas aos aspectos produtivos, o efeito mais
promeniente da suplementacdo, independentemente da qualidade da forragem, foi
verificado sobre o BN. Independentemente do local de fornecimento dos suplementos,
verificou-se maior retencdo de nitrogénio no organismo animal, o que, em situacdes
praticas, implicaria em maior crescimento e/ou ganho de peso (Tabela 3).

Apesar das rotas absortivas e metabdlicas diferenciadas dos compostos
nitrogenados suplementares fornecidos no rimen ou no pos-rimen (Rufino, 2011;
Batista, 2012), o aumento na retencéo de nitrogénio implica em melhorias no status de
nitrogénio no metabolismo animal (Detmann et al., 2013).

Em termos teodricos, o termo “status de nitrogénid define a disponibilidade
guantitativa e qualitativa de compostos nitrogenados para todas as funcdes fisioldgicas
no metabolismo animal, incluindo-se as funcbes associadas com o metabolismo de

outros compostos (e.g., energia). Portanto, o status de nitrogénio constitui um termo
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relativo que dependera do nivel de producado e estadio fisioldgico do animal, os quais
definirdo os requerimentos de compostos nitrogenados (Detmann et al.). 2814b
melhoria no status de nitrogénio reduz a proporcéo do nitrogénio usado em funcdes de
sobrevivéncia e mantenca e amplia a disponibilidade de compostos nitrogenados para
fins anabdlicos (Detmann et al., 2013; 2014b

A diversidade (SFL) e a riqueza microbiana associada a fase liquida (RFL)
foram ampliadas com a melhoria na qualidade da forragem (Tabet@&a$)nenhum
efeito foi observado quanto a diversidade (SFS) e a riqgueza microbina associada a
fracdo sdlida (RFS). A forragem de alta qualidade apresentou maior potencial de
degradacédo da FDN (Tabela 1), maior coeficiente de digestibilidade da FDN (Tabela 3
e tendeu a apresentar maior taxa de degradacdo dos compostos fibrosos (Tabela 4). A
maior degradacéo da fibra significa em maior diluicdo e liberacdo de substratos (taxa de
diluicdo) a partir dos carboidratos fibrosos e maior liberacdo de metabdlitos por parte
dos micro-organismos aderentes. Desta forma, considerando-se dietas baseadas em
forragens, haveria maior concentracdo e maior diversidade de potenciais substratos na
fracdo liquida da digesta ruminal para uso dos micro-oganimos ndo aderentes, o que
parece ter elevado a RFL. Ressalta-se que a diferenca entre as fracfes sélida e liquida
foi bem estabelecida neste estudo (Figuras 2 e 3).

Segundo Edwards et al. (2008), o aumento da riqueza microbiana seria desejavel
no ambiente rumianal, pois a maior diversidade poderia favorecer o aparecimento de
novas rotas metabdlicas fazendo, por exemplo, com que o rimen superasse distarbios
metabolicos com maior facilidade. Contudo, ha de se ressaltar que a proporcgéao total de
micro-organismos associdados a fase liquida € de aproximadamente 20% (Fosberg &
Lam, 1977; Craig et al., 1987, Martin & Michalet-Doreau, 1995; Yang et al., 2001).

Assim, a ampliagdo na riqueza e diversidade microbianas nesta fragdo teria pouco
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impacto sobre o metabolismo ruminal em si, 0 que parece ser suportado pela auséncia
de associacdo entre RFL e SFL e as caracteristicas produtivas (Tabelas€e’ e 8)
atividades fibroliticas (Tabela 9).

Estudos envolvendo avaliacbes da estrutura da comunidade microbiana de
ruminantes consumindo forragemeom uso de suplementos sdo escassos na literatura.

Vinh et al. (2011) avaliaram a ecologia microbiana de bufalos consumindo
palhada de arroz2 suplementados com ureia e observaram modificacbes na
comunidade microbiand®Naquele estudo a técnica de DGGE foi utilizada apenas para
estudar a diversidade do dominio Archea, sendo que diferencas ndo foram encontradas.
Todavia, por intermédio das técnicas de PCR quantitativo e de contagem microbiana
convencional os autores observaram estimulo ao crescimento de bactérias fibroliticas,
além do aumento na contagem de zodsporos de fungos em resposta a adicaoAde urei
despeito deste resultado, a suplementacao néo exerceu efeitos sobre a riqueza ou sobre a
diversidade microbiana (Tabela 5; Figuras 4 e 5), evidenciando que diferencas entre
forragens sejam talvez mais relevantes que os efeitos da disponibilidade de nitrogénio
no rumen.

De forma similar aos resultados aqui obtidos, Otero et al. (2010), ao compararem
diferentes aditivos em dietas com fontes de energia distintas em bovinos, nao
observaram efeitos dos tratamentos apeaardi$tingdes entre dietas. Segundo estes
autores a auséncia de efeito poderia ser atribuida a dificuldade de se separar os efeitos
de dieta e animal. Efeitos atribuidos aos animais sobre o pefil da comunidade microbina
foram demonstrados por Weimer et al. (2010).

Os resultados obtidos neste trabalho permitem evidenciar que aspectos da dieta
sdo capazes de alterar, ao menos em parte, a estrutura da comunidade microbiana,

corroborando outros estudos conduzidos no Brasil (Freitas et al., 2010; Argdlo, 2012),
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nos quais se observaram diferencas na riqueza quando modificacfes dietéticas foram
estabelecidas. A acéo da dieta sobre a comunidade microbiana foi também demostrada e
discutida por outros autores em diversas partes do mundo (Kocherginskaya et al., 2001;
Rogensbogenova et al., 2004; Duval et., al 2007; Sadet et al., 2007) . Apesar das
diferencas observadas na comunidade microbiana quando a qualidade da forragem foi
alterada, diferencas para os tratamentos distribuidos dentro de cada qualidade nao foram
observadas.

A técnica de DGGE permite detectar a presenca ou a aus@uerminados
grupos bacterianos (sequéncias distintas do gene 16S rRNA) frente a diferentes
condicbes implementadas no ambiente ruminal. O numero de grupos bacterianos
detectados constitui a riqueza. Por sua vez, o conceito teérico de diversidade é funcéo
da riqueza e da equitatividade (Magurran, 2004). Assim em comunidades onde a
equatatividade € maxima, ou seja, todos grupos de micro-organismos estdo presentes na
mesma proporcédo, as diferencas na diversidade seriam dadas pela variacdo da riqueza.
Este comportamento pode ser notado neste estudo, ao olssavarrrelacdo positiva
entre a rigueza e a diversidade (Tabela 9). Entretanto, esta suposta distribuicdo
equitativa dos grupos néo reflete a realidade mas, dificuldades do metodo de quantificar
a partir da imagem do DGGE as importancias relativas de cada grupo. Logo, a auséncia
de efeito da suplementacdo sobre a riqgueza e a diversidade, ndo impede que a
suplementacdo tenha modificado a participacdo relativa e a atividade de micro-
organismos com papel relevante na fermentagéo ruminal. Desta mameis&ncia de
efeito da suplementacdo sobre a riqgueza e a diversidade da comunidadade microbiana
observada neste estudo ndo deve ser interpretada necessariamente como uma falta de
capacidade do suplemento de agir sobre a microbiota. Deste modo, a associacdo de

outras técnicas ao DGGE assim como mudancas no modo matematico de proceder as
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avaliacdes das imagens podem ser interessantes em estudos futuros que visem avaliar 0s
efeitos dietéticos sobre a comunidade microbiana.

Adicionalmente, deve-se ressaltar a eficiéncia dos métodos empregados neste
estudo (coleta de amostras, extracdo do DNA, conjunto de primers e protocolo de
amplificacdo do gene e execucdo da DGGE) que permitiu a deteccdo de um total de 75
bandas ou filotipos, ao passo que em outros estudos realizados no Brasil com diferentes
métodos o numero total de bandas foi inferior a 10 (Otero et al., 2012; Argdlo, 2007;
Teofilo, 2010). O grande numero de filotipos pode ser de grande valia em estudos
futuros que visem rastrear as possiveis ligacdes das bandas com as caracteristicas de
fermentacdo ruminal, uma vez que o0 maior numero de filotipos torna maior a
probabilidade de se identificar bandas (grupo de micro-organismos) que possuam papel
metabdlico relevante no ramen.

A despeito das atividades das enzimas CMCase e xilanase terem se
correlacionado positivamente (P<0,05) com a taxa de degradacéo da FDN, os estimulos
positivos da suplementacédo ruminal ndo foram claramente observados na avaliacdo das

atividades enzimaticas (Tabela 6).

Desestimulo a atividade enzimatica quando proteina € infundida no rumen,
poderia ser atribuido a ocorréncia do efeito proteina (Costa et al., 2009; Carvalho et al.,
2011), o qual é definido pelo aumento na competicdo entre espécies fibroliticas e ndo
fibroliticas na presenca de proteina suplementar. Contudo, néo foi observado esse efeito
neste estudo quando considerada a taxa de degradacao da FDN como medida indireta da
atividade fibrolitica (Tabela 5) ou pela avaliacdo direta das atividades das enzimas

individualmente (Tabela 6). Em geral a atividade das enzimas foi deprimida pela
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suplementacao pos-ruminal. Contudo, nédo se obteve embasamento tedrico na literatura
consultada que justifique tal comportamento.

A atividade enzimética de xilanase apresentou ampliacdo ao longo do tempo
amostral (Figura 1). A ampliacdo da atividade da atividade fibrolitica em estadios
tardios do ciclo pos-prandial foi também demonstrada por Williams et al. (1989) e

Martin & Michalet-Doreau (1995
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Conclusao

A melhoria da qualidade da forragem amplia a digestibilidade da fibra, a
retencao de nitrogénio e influencia a comunidade microbiana associada a fracao liquida
do conteddo ruminal. A suplementacdo proteica, independentemente do local de
suplementacdo, amplia a retencdo de nitrogénio no organismo animal. Nao podem ser
estabelecidas associacdes claras entre caracteristicas produtivas e de atividades
enzimatica e diversidade microbiana ruminal em bovinos alimentados com forragem

tropical e suplementados com compostos nitrogenados.
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