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In cattle fed with diets without vegetable fibers the development of fungi
and other microorganisms in the rumen environment can be altered. The objec-
tive of this study was to evaluate physicochemical, microbiological character-
istics and fungal population in the rumen contents of steers raised on lignified
pasture or in feedlot without forage. The experimental design was completely
randomized, 50 steers were randomly bred in mature pasture and 20 steers fed
without forage. Immediately after collection of ruminal fluid, its physicochem-
ical characteristics were evaluated. Micromorphological examination, direct
examination for the detection of strict anaerobes fungi and culture, quantifi-
cation, identification of aerobic fungi were performed. On direct examination,
anaerobic fungi of the rumen, monocentric and polycentric were detected in
similar proportions (P> 0.05) for rumen fluid of steers raised in tropical pas-
tures during the dry season. However, structures of these microorganisms
were not identified for any of the samples obtained from steers fed without
vegetal fiber. The average colony-forming units of aerobic fungi by m{ of ru-
minal fluid from confined calves was significantly higher than that of animals
raised on pasture (P <0.05). After microculture, the genus Aspergillus was the
most frequently identified among the isolates obtained for both bovine groups.
The ruminal environment of feedlot steers without forage is compatible with
characteristics of rumen acidosis, showing absence of anaerobic ruminal fungi
and yeasts and predominance of Streptococcus spp. and mycelian fungi.
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RESUMO. Em bovinos alimentados com dietas
sem volumosos, pode-se alterar o desenvolvimen-
to de fungos e outros microrganismos no ambiente
ruminal. Objetivou-se, com o presente estudo ava-
liar as caracteristicas fisico-quimicas, microbiol6gi-
cas e a populagdo de fungos no contettido ruminal
de novilhos alimentados com e sem forragem. O
delineamento experimental foi inteiramente casu-
alizado, sendo amostrados 50 novilhos criados em
pastagens lignificadas e 20 novilhos alimentados
somente com graos. Imediatamente apds a coleta,
foram avaliadas caracteristicas fisico-quimicas do
fluido ruminal. Posteriormente, realizou-se o exa-
me micromorfolégico do suco do rimen, exame
direto para deteccdo de fungos anaerdbios estritos
e cultivo, quantificacdo, identificacdo de fungos ae-
rébios. No exame direto, fungos anaerébios do ra-
men, monocéntricos e policéntricos foram detecta-
dos em proporcdes semelhantes (P>0,05) no ramen
de novilhos criados em pastagens tropicais no pe-
riodo seco. Entretanto estruturas desses microrga-
nismos nao foram identificadas em nenhuma das
amostras provenientes de novilhos alimentados
sem volumoso. A média de unidades formadoras
de colonia de fungos aerébios por mt de liquido ru-
minal proveniente de novilhos confinados foi sig-
nificativamente maior que dos animais criados em
pastagem (P<0,05). Ap6s o microcultivo, o género
Aspergillus foi o mais frequentemente identificado
entre os isolados obtidos no cultivo de amostras
de ambos grupos de animais. O ambiente rumi-
nal dos novilhos em confinamento sem volumoso
é compativel com caracteristicas de acidose rumi-
nal, apresentando auséncia de fungos anaerébios
do rimen, leveduras e preominio de Streptococcus
spp. e fungos micelianos.

PALAVRAS-CHAVE. Pecuéria de corte, confinamento,
microbiota ruminal, nutricdo de ruminantes, Brachiaria

spp.

INTRODUCAO

A pecudria é uma das principais atividades
econdmicas do Brasil. Em 2011, o pais apresentou
producdo de, aproximadamente, nove milhdes
de toneladas de carne e, atualmente, é o maior
exportador de carne bovina, sendo também o se-
gundo maior produtor e consumidor (Focus 2010,
Eh 2011, Minerva 2011). A alta demanda mundial
por proteina animal requer do setor alto indice de
produtividade, com novas alternativas de manejo
nutricional.

Ruminantes e a microbiota ruminal possuem
relagdo simbidtica que permite a digestao da fibra

vegetal. Como os alimentos fibrosos sao a base da
alimentacdo dos ruminantes, o ecossistema micro-
biano passa a assumir fundamental importancia
(Stewart 1994, Oliveira et al. 2007). A populacao
microbiana no ramen esta distribuida em grupos
de microrganismos, os quais estabelecem entre si
diversas interagdes positivas ou negativas. Essas
relacdes garantem a utilizagdo mais eficiente do
alimento fornecido e, consequentemente, melhor
desempenho animal (Dehority 2003, Kamra 2005).

Fungos anaerobios estritos do ramen sao direta-
mente influenciados pela dieta e frequéncia da ali-
mentagdo. Estudos revelam maior populagdo des-
ses microrganismos em animais alimentados seis
vezes ao dia com dietas contendo fibras, com con-
centragdo média de 1,5 x 10° fungos por grama de
conteddo ruminal (Obispo & Dehority 2002). Esses
fungos sdo essenciais a digestao de forragens tropi-
cais, pois produzem enzimas capazes de acelerar a
degradacao da celulose e hemicelulose lignificadas
(Cerda 2003). Além da agdo enzimética, apresen-
tam fungdo mecénica, pois os rizoides dos fungos
podem penetrar fibras lignificadas, desestruturar a
parede celular vegetal e aumentar a area de super-
ficie das particulas, o que favorece a acao de outros
microrganismos (Paul et al. 2004).

Poucos estudos reportam a ocorréncia de fun-
gos no rumen de bovinos criados em condi¢oes
semidridas, em pastagens tropicais lignificadas. A
caracterizacdo da micobiota desses animais, com
bom desempenho a campo pode contribuir para
a selecao de isolados fingicos importantes na de-
gradacdo da parede celular vegetal de forrageiras
tropicais.

Pesquisas tém indicado culturas microbianas
vivas dos fungos Aspergillus oryzae e da levedura
Saccharomyces cerevisiae e seus respectivos extratos
como suplementos alimentares na dieta de rumi-
nantes. Esses aditivos microbianos podem melho-
rar a produtividade de ruminantes em aproxima-
damente 7 a 8 % (Martin & Nisbet, 1992, Wallace
1994, Goes et al. 2005, Oliveira et al. 2008).

Entretanto bovinos em terminagdo, frequente-
mente, sdo alimentados com alto teor de graos e
pouca fibra. Nessas condigdes, os mecanismos fisio-
l6gicos de homeostase sdo rompidos, ocorre redu-
¢do do pH ruminal, alteracdo da ecologia microbia-
na e o animal pode ficar mais suscetivel a doencas
metabdlicas e infecciosas (Russell & Rychlick 2001).
A influéncia dessas dietas na populacdo de fungos
no trato gastrointestinal (TGI) de ruminantes tem
sido pouco respaldada na literatura cientifica.

Dessa forma, objetivou-se, com o presente tra-
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balho, avaliar a populagdo de fungos no ramen de
novilhos de corte alimentados com forragens tropi-
cais ou com dieta sem volumoso.

MATERIAL E METODOS

Amostragem, tratamentos e coletas

A amostragem desta pesquisa foi constituida por 70
novilhos Nelore mesti¢cos, com 30 a 40 meses de idade,
provenientes de propriedades do Norte do Estado de
Minas Gerais. Essa regido localiza-se a 16°51'38”de la-
titude e 44°55’'00” de longitude, apresenta temperatura
média anual de 24,2°C, clima quente e seco, com periodo
de estiagem de abril a outubro.

O primeiro tratamento foi constituido por 50 novi-
lhos mesticos Nelore criados em sistema extensivo, em
pastagens tropicais lignificadas com suplementagdo mi-
neral. As pastagens em que os animais se encontravam
eram do género Brachiaria. As coletas do suco do rimen
ocorreram entre o final de marco e inicio de novembro,
correspondendo ao periodo seco da regiao, quando as
pastagens encontravam-se mais lignificadas. A compo-
si¢do bromatoldgica das forragens disponibilizadas para
esse grupo de animais encontra-se descrita na Tabela 1.

No segundo tratamento, foram avaliados 20 novilhos
mesticos Nelore confinados durante 71 dias, sendo 11
dias para adaptacdo e 60 dias para periodo experimen-
tal. Antes da execugdo do experimento, esses animais
estavam em pasto de Brachiaria spp. com suplementa-
¢do mineral. Durante o periodo da pesquisa, receberam
somente concentrado peletizado, vitaminico e mineral
(15% da dieta) e graos de milho inteiros (85% da dieta),
com dois tratos diarios. O consumo médio por animal
por dia foi de 8,58kg. O produto comercial, na forma
de peletes, era constituido por fosfato bicdlcio, farelo de
algodao, carbonato de célcio, casca de soja moida, fare-
lo de soja, sulfato de célcio, ureia pecuéria, monensina
sodica e premix mineral vitaminico, como reportado
pelo fabricante. A amostragem desse grupo de novilhos
foi realizada no més de maio, periodo de abate dos ani-
mais. A Tabela 1 apresenta valores nutricionais da dieta

Tabela 1. Composi¢do bromatoldégica de forragens do género
Brachiaria provenientes de propriedades rurais dos municipios
de Montes Claros e de Coragado de Jesus fornecidas aos animais
desse experimento e da dieta sem volumoso fornecida para os
novilhos durante 71 dias de confinamento.

Parametros Brachiaria spp.  Brachiaria spp. Dieta
Montes Claros Coracédo de Jesus confinamento*

MS (% na MN) 67,75 54,65 90,23
FDN (% na MS) 74,42 80,18 20,04
FDA (% na MS) 39,20 45,93 6,22
Lignina (% na MS) 10,37 9,01 -

PB (% na MS) 2,61 5,51 17,85

EE (% na MS) 1,71 117 3,61
Minerais (% na MS) 8,68 5,70 8,00

Notas: MS: matéria seca; MN: matéria natural; FDN: fibra em deter-
gente neutro; FDA: fibra em detergente acido; PB: proteina bruta;
EE: extrato etéreo.

*Dieta completa com milho grao e concentrado peletizado e sem vo-
lumoso.

completa fornecida aos novilhos do segundo tratamen-
to, conforme analise realizada no Laboratério de Nutri-
¢ao Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(AOAC 2005).

Para ambos os grupos, a coleta foi realizada por in-
cisdo do saco ventral do rimen, imediatamente apos je-
jum de 12 a 18 horas e abate dos animais com a prévia
concussdo cerebral e sangria em abatedouro com inspe-
¢do municipal ou federal. Os procedimentos adotados
com os animais foram submetidos e aprovados pelo Co-
mité de Etica em Experimentagao Animal da UFMG, por
meio do protocolo n°® 156/05.

Foram coletados aproximadamente 15mf do suco
ruminal, com o auxilio de pipetas estéreis. As amostras
coletadas foram transportadas em caixas isotérmicas a
4°C e armazenadas até uma hora em tubos de ensaio ve-
dados e estéreis.

Analises fisico-quimicas e microbioldgicas

A andlise macroscépica do liquido coletado foi rea-
lizada imediatamente ap6s a coleta, em tubo de ensaio
contendo cinco m{ do suco amostrado. Foram avaliados
cor, odor, viscosidade e tempo de redugdo do azul de
metileno. O pH foi estimado, utilizando-se um potenci-
Oometro digital (Dirksen 1993).

Para a avaliacdo micromorfolégica dos grupos bac-
terianos e leveduriformes, foram realizados esfregacos
com o auxilio de swabs, sendo fixados e corados em 14-
minas, conforme método de coloracdo de Gram (Dirk-
sen 1993). Na leitura das laminas preparadas foram atri-
buidas cruzes para representar a densidade microbiana
nos que ocorrem nos campos de visualizacao, onde uma
cruz (+) representa algumas células (0-50 por campo foi
visualizado), duas cruzes (+ +) indica moderada ocor-
réncia (50-100 células por campo foi visualizado) e trés
cruzes (+ + +) elevada densidade de populagdo micro-
biana (> 100 células por campo).

Para a deteccao de estruturas fingicas corresponden-
tes aos fungos anaeroébios estritos do contetido ruminal,
dois mf do contetido ruminal foram recolhidos para a cla-
rificacdo e transferidos para tubos de ensaio 15 x 2,5 cm,
contendo 15 m{ de solucao de KOH a 10%. Esses tubos
foram incubados durante uma hora em banho maria a
90°C. O sobrenadante foi removido e os residuos neutra-
lizados com 10m{ da solucdo de HCL 0,02N, durante um
a dois minutos. Apds desprezar a solugdo acida, os resi-
duos foram transferidos para tubos contendo seis m{ da
solugdo de azul de metileno a 0,05% e lactoglicerol, sendo
incubados a 90°C, durante cinco minutos. Apds despre-
zar o sobrenadante, o precipitado foi acondicionado em
placa de petri, juntamente com 15 m( de lactoglicerol. O
contetido foi inicialmente pesquisado em microscépio
estereoscopico com o aumento de 400X. As particulas
demonstrando a presenga de estruturas de esporangios,
hifas e rizoides de fungos foram transferidas e monta-
das em ldminas com azul de metileno. Posteriormente,
as mesmas foram examinadas sob a luz da microscopia
6ptica, com o aumento de 1000 vezes (Chaudhry 2000).

Foi realizado o cultivo para avaliar a positividade de
fungos micelianos e leveduras presentes no suco do ra-
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men de 20 novilhos criados a pasto e 20 novilhos confi-
nados recebendo dieta com alta concentracao de graos e
sem volumoso. Utilizou-se um swab estéril para inocular
o suco ruminal em placas de petri (90 x150mm) conten-
do meio Agar Dextrose Sabouraud, acrescido de cloran-
fenicol (150 mg/1). Apés a inoculacdo por estriagdo, as
placas foram incubadas em estufa a 37°C e monitoradas
para o crescimento de col6nias fingicas por até 21 dias
(Lacaz et al. 2002).

Para a quantificacao de fungos aerébios presentes no
ramen, foram preparadas dilui¢des decimais seriadas
do liquido ruminal. Aliquotas de 100 microlitros foram
inoculadas no mesmo meio descrito acima, utilizando-
-se a técnica Spread plate. Posteriormente, as placas fo-
ram incubadas em estufa BOD a 37°C e monitoradas
para o crescimento de col6nias fingicas por até 21 dias
(Lacaz et al. 2002). Ap6s o crescimento microbiano, foi
realizada a contagem das unidades formadoras de colo-
nia (UFC) presentes por m{ de fluido ruminal.

Os géneros dos fungos filamentosos foram identifi-
cados com a técnica de microcultivo (Lacaz et al. 2002).
Posteriormente, um representante de cada morfotipo foi
selecionado para o processo de identificagdao por técnica
de biologia molecular, para determinacdo das espécies
dos fungos.

Biologia molecular

A extracdo do DNA total foi realizada de acordo
com Rosa et al. (2009). Os iniciadores ITS1 (TCCGTA-
GGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC) foram utilizados para amplificagdo da regido
ITS do rDNA, conforme descrito por White et al. (1990).
A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada
em um volume final de 50 pL contendo 2,0 pL de DNA,
1,0 pL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 pmol-1 MWG
Biotech), 5,0 pL de tampao de PCR 5X (Fermentas), 2,0
pL de MgCI2 25mM, 2,0 uL de ANTP 10 mM, 0,3 pL de
Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final
completado com &dgua ultrapura estéril. O programa
consistiu de uma desnaturagdo inicial a 94°C por 5 mi-
nuto, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturagao
a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 55°C e 1 minuto de
extensdo a 72°C, e uma extensdo final por 5 minutos a
72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por ele-
troforese em gel de agarose 1%, em tampao TBE 0,5 X,
eluidos durante aproximadamente 1 hora a 120 V. Os
géis foram corados com solugdo de gel red (0.2%), visu-
alizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema
de foto-documentacado de gel (Vilber Lourmat, France).
Os amplicons produzidos foram purificados e dosados
em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies). As
reacdes de sequenciamento foram realizadas em DYE-
namicTM (Amersham Biosciences, USA) associado ao sis-
tema de seqiienciamento automatizado MegaBACETM
1000 (Lachance et al. 1999).

As sequéncias dos fragmentos do DNAr foram anali-
sadas no programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch
Tool - versao 2.215 do BLAST 2.0) disponivel no portal
National Center for Biothecnology (Altschul et al. 1997).
Isolados com similaridade igual ou superior a 99% em

relacdo a outro ja anteriormente depositado foram con-
siderados como pertencentes a espécie indicada.

Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casu-
alizado. Apds a andlise exploratéria (teste de Lilliefors
e teste de Cochran e Bartlett) das varidveis, procedeu-se
a transformacdo dos dados de UFC de fungos foram
transformados para Log, (x*+10). O teste t de Student
foi aplicado para comparar as médias entre os grupos.
As taxas de positividades entre os exames diretos e o
cultivo dos principais géneros de fungos isolados fo-
ram comparadas, utilizando-se o teste do Qui-quadrado
(Sampaio 1998). As anélises foram processadas no paco-
te estatistico SAEG® - Sistema para Analises Estatisticas
e Genéticas (2007), considerando diferencas significati-
vas aquelas com valores de P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os novilhos alimentados com pasta-
gens tropicais no periodo da seca observou-se colo-
ragao castanho-esverdeada para o liquido ruminal
coletado. Entretanto, para os animais confinados e
alimentados somente com concentrado, observou-
-se fluido ruminal com coloracao cinza leitosa. Di-
rksen (1993) relata que a cor do suco do rimen é
estabelecida de acordo com a alimentagdo oferta-
da ao animal. Animais a pasto apresentam fluido
ruminal com coloragdo verde oliva ou castanho-
-esverdeado. Ja o suco do rimen branco a cinza lei-
toso sugere acidose ruminal (Dirksen 1993).

Vieira et al. (2007), ao avaliarem as caracteristi-
cas do fluido do raumen de ovinos Santa Inés, cria-
dos extensivamente em Pernambuco, observaram
que a estagdo do ano influenciou diretamente as
variaveis fisico-quimicas do suco. A coloracdo en-
contrada nesta pesquisa para o primeiro tratamen-
to corrobora a cor encontrada por esses autores du-
rante o periodo seco, quando a disponibilidade e
qualidade da forragem foram comprometidas.

O odor foi aromético para todas as amostras do
primeiro tratamento e levemente 4acido para 100%
das amostras do segundo. A viscosidade foi leve-
mente espessa para todos os animais do primeiro
tratamento. Para todos os novilhos alimentados
sem volumoso, o liquido ruminal foi espesso com
intensa producao de bolhas de gases, indicando in-
tensa atividade microbiana (Dirksen 1993).

A redugao do azul de metileno foi maior que
seis minutos para 62% dos animais a pasto e menor
que um minuto para o restante deles e para 100%
os animais em confinamento. Dietas com niveis ele-
vados de concentrado podem resultar em tempo de
reducdo de apenas um minuto. Por outro lado, o
tempo de redugao do azul de metileno prolonga-se
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para até mais de 15 minutos em animais alimen-
tados com dietas pobres em energia e proteina ou
em bovinos com inapeténcia prolongada (Dirksen
1993). Os dados observados para todas as amostras
do segundo tratamento demonstram caracteris-
ticas macroscopicas e fisico-quimicas de animais
com acidose ruminal e com microbiota ruminal in-
tensamente ativa.

As médias de pH diferiram estatisticamente,
como demonstrado na tabela 2. A andlise do pH
ruminal também sugere acidose ruminal para os
novilhos com a dieta sem volumoso. A média do
pH para o segundo tratamento foi 5,06 e poderia
estar ainda mais reduzida apés a alimentacao dos
animais, uma vez que, na coleta, os animais esta-
vam em jejum de 12 horas e, possivelmente, sob
efeito tamponante da saliva, durante esse periodo.

O valor fisiolégico do pH do contetdo ruminal
oscila entre 5,5 e 7,4, de acordo com a dieta admi-
nistrada e com o intervalo da dltima alimentacao.
O valor do pH aumenta até a faixa alcalina apods
jejum de mais de 24 horas ou quando a microbiota
estiver inativada ou em putrefagdo. Valores baixos
do pH sado verificados, quando ocorre superali-
mentacdo com carboidratos facilmente digeriveis
(Dirksen 1993).

Para os novilhos criados em pastagens, obser-
vou-se, nos esfregacos corados pelo método de
Gram, a presenca de bactérias Gram positivas (+) e
Gram negativas em forma de bastonetes, de cocos
e de cocobastonetes (+++) e leveduras com hifas
e pseudohifas em formato oval e retangular (++).
Essa diversidade microbiana foi observada em
amostras de todos os animais desse tratamento (Fi-
gura 1). Entretanto, a visualizagdo microscopica di-
reta, apos essa coloragdo, em amostras provenien-
tes dos novilhos confinados indicou o predominio
de Streptococcus spp. (+++) a presenga de poucos
bastonetes Gram negativos (+) e poucas células le-
veduriformes (+) (Figura 2).

Os resultados dos exames diretos das amostras
provenientes dos novilhos recebendo forragem lig-
nificada foram semelhantes aos obtidos por Vieira

Tabela 2. Médias de pH e da concentracao de fungos aerébios
por ml de suco ruminal de novilhos de corte criados em
pastagem tropical, no periodo seco e de novilhos confinados e
alimentados somente com concentrado.

pH UFC/m(*
Com volumoso 743 A 6,0 x102 B
Sem volumoso 5,06 B 1,6 x 104 A

Notas: Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre
si pelo teste t de Student (P<0,05). * Unidades formadoras de colonia
de fungos micelianos por m¢ de fluido ruminal.
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Figura. 1. Diversidade microbiana observada apds a coloragao
de Gram do fluido ruminal de novilhos de corte criados ex-
tensivamente em pastagens tropicais, no periodo seco, no
Norte de Minas Gerais.
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Gram do fluido ruminal de novilhos confinados e alimenta-
dos somente com concentrado, objetiva de 100X.

et al. (2007), onde bactérias Gram-negativas predo-
minaram no contetido ruminal de ovinos criados
em pastagem de Brachiaria spp., durante o periodo
seco. Kamra (2005) relata que a maioria das bacté-
rias ruminais é Gram-negativas, porém o ntimero
de bactérias Gram positivas tende a se elevar em
dietas com altos teores de energia na dieta. Pesqui-
sas evidenciam que a adicdo de graos a dieta pro-
move crescimento rapido de Streptococcus bovis e,
consequentemente, aumento na producado de lacta-
to, predispondo o animal a acidose ruminal (Mar-
tin & Nisbet 1992).

Os dados encontrados no presente estudo tam-
bém corroboram com os de Miranda-Neto et al.
(2011) que, observaram alteracdo da microbiota do
fluido ruminal apés indugao da acidose, indicando
modificacdes do padrao morfotintorial, com maior
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predominio de bactérias Gram-positivas. Esses au-
tores relatam que com a recuperagao clinica dos
animais, observou-se o restabelecimento gradual
da microbiota bacteriana do contetido ruminal,
voltando a predominar o grupo de bactérias Gram-
-negativas ao final do experimento.

Apbs o exame micoldgico direto, foi observada
a presenca de estruturas fngicas tipicas de fungos
anaerobios do ramen para 60% das amostras dos
novilhos em pastagem. Fungos policéntricos foram
detectados em 34 % (17) das amostras e os mono-
céntricos foram detectados em 46 % (23) dos exa-
mes. Nao houve diferenca significativa na taxa de
deteccao de monocéntricos e policéntricos (>0,05).
Observou-se a presenca concomitante de fungos
monocéntricos e policéntricos em amostras de dez
novilhos criados em pastagens tropicais.

Entretanto, nas amostras provenientes de novi-
lhos alimentados com a dieta sem volumoso, ndo
foram detectadas estruturas de fungos anaerébios
do ramen. Esse importante grupo microbiano do
ramen poderia ter sido inibido pela redugdo do pH
ruminal, observada para esses bovinos (Tabela 2).
O alimento, ao ser fermentado, pode liberar com-
postos secundarios, que inibe as populac¢des desses
microrganismos ruminais celuloliticis (Arcuri et
al. 2006). Dietas com baixa concentracdo de fibras
apresentam menor tempo de passagem no trato
gastrintestinal e promovem maior reducdo do pH
ruminal, devido a alta concentracido de acgticares so-
laveis. A reducdo no potencial hidrogenionico do
fluido ruminal diminui, drasticamente, a produgao
de zodésporos de fungos anaerébios do rimen (Or-
pin et al. 1977, Kamra 2005).

Segundo Russel e Wilson (1996), o baixo pH
ruminal reduz a atividade ou o namero de bac-
térias e fungos celuloliticos. Esses autores respal-
dam ainda, que até mesmo uma leve reducdo no
pH ruminal pode inibir, severamente, a digestdo
da celulose. Possivelmente, a atividade celulolitica
do liquido ruminal dos novilhos alimentados sem
volumoso estaria reduzida em fung¢do da menor
média do pH observada, pela auséncia de fungos
anaerdbios do ramen e pela menor diversidade
bacteriana, observada no exame direto.

Os resultados do cultivo micolégico indicaram
presenca de fungos micelianos e auséncia de leve-
duras em todas as amostras de suco ruminal pro-
venientes de novilhos alimentados somente com
concentrados. Entretanto, para os novilhos alimen-
tados com volumoso, foram observadas taxas de
positividade de 85% e 25% para fungos filamento-
sos e leveduras, respectivamente.

Na quantificacdo, observou-se que a média
UFC/mt de liquido ruminal provenientes dos no-
vilhos confinados foi significativamente maior que
a dos novilhos em pastagem (Tabela. 2). Possivel-
mente, fungos filamentosos foram mais frequentes
em bovinos confinados, devido a maior disponi-
bilidade de carboidratos soltveis fornecida a esse
grupo de novilhos (Tabela 1). Pesquisas devem ain-
da elucidar a auséncia de leveduras no ecossitema
ruminal desses animais, uma vez que esses fungos
também sdo favorecidos com a maior concentragao
de carboidratos soltaveis (Dirksen 1993, Almeida
2009).

Foram identificados 15 isolados fangicos prove-
nientes do contetido ruminal de novilhos criados
em pastagens tropicais. Constatou-se que 86,7 %
dos isolados ruminais desse grupo apresentaram
caracteristicas compativeis com o género Asper-
gillus e 13,3% com Trichoderma spp. Apds o sequen-
ciamento do DNA ribossomal, foram identificadas
as espécies Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger e Trichoderma longibrachiatum.

Ap6s a identificacdo micromorfolégica dos iso-
lados de fungos micelianos, verificou-se que Asper-
gillus spp. foi o género mais frequente em ambos
tratamentos (P<0,05). Para os bovinos confinados,
foram observadas estruturas dos géneros Asper-
gillus e Lichtheimia em 32 e em oito isolados, res-
pectivamente. O predominio de Aspergillus spp.
poderia ser justificado por sua versatilidade e efi-
ciéncia em catabolizar diferentes fontes de carbono
soltiveis, bem como polimeros complexos (Flipphi
et al. 2009). A identificacao molecular dos isolados
fangicos do segundo tratamento indicou as espé-
cies Aspergillus terreus e Lichtheimia ramosa para os
isolados avaliados.

Algumas espécies do género Lichtheimia tém
sido reportadas como causadoras de mucormicose,
patogenia que acomete individuos imunocompro-
metidos, transmitida por contato desses com solos
contaminados com esse fungo (Garcia-Hermoso et
al. 2009). Possivelmente esse fungo estaria presente
no solo onde foi cultivado o milho fornecido aos
novilhos confinados e, no momento do arracoa-
mento, contaminado o ambiente ruminal desses
animais.

Os isolados de fungos provenientes dos bovi-
nos alimentados com pastagem tropical poderiam
apresentar atividade de enzimas celuloliticas e xila-
noliticas, importantes na degradacao da parede ce-
lular vegetal. Isolados fliingicos com tais caracteris-
ticas e adaptados as condigdes tropicais poderiam
ser suplementados como aditivos. Futuros estudos
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poderdo contribuir para elucidar o papel benéfico
desses microrganismos no trato digestério de ru-
minantes ou na saide do ambiente ruminal, contri-
buindo para maximizar a produgdo de ruminantes
em pastagens tropicais, em regides semiaridas.

A producdo extracelular de celulases por Asper-
Qillus terreus M11, isolado de residuos vegetais de
inddustrias, foi avaliada em recente pesquisa (Gao et
al. 2008). Os resultados indicaram que a atividade de
celulases foi maior a 45°C e em pH 3. Endoglucana-
se e b-glucosidase apresentaram notavel estabilida-
de na faixa de pH 2 a 5. As preparacdes de enzimas
produzidas por essa cepa de fungo foram avaliadas
na hidrolise da celulose microcristalina. Os maiores
indices de hidroélise foram observados com 72 horas
de incubacao, correspondendo a, aproximadamen-
te, 63% de reducao (Gao et al. 2008).

Em outro estudo, foram avaliados os efeitos da
adigao do extrato de Aspergillus oryzae, espécie utili-
zada na producao de molho de soja, sobre amostras
do fungo anaerdbio Neocallimastix frontalis, prove-
niente do ramen de vacas leiteiras. Os resultados
demonstraram aumento de trés vezes na producao
de zodsporos moveis de N. frontalis, indicando o
potencial promissor da adi¢do do extrato fingico
no ambiente ruminal (Schmidt et al. 2004).

CONCLUSAO

A micobiota ruminal de novilhos submetidos
a dietas com e sem volumoso ¢é diferente. Bovinos
alimentados somente com concentrado por até 60
dias apresentam maior populacdo de fungos mice-
lianos, auséncia de fungos anaerébios estritos e de
leveduras e predominio de Streptococcus spp. As-
pergillus spp. é o género de fungo filamentoso mais
frequentemente isolado no ramen de novilhos ali-
mentados com ou sem volumoso.
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