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RESUMO: Uma cocultura de Ruminococcus albus 8 e Fibrobacter succinogenes S85 foi mantida em meio de cultura contendo Cynodon
plectostachyus e tanino de Desmodium ovalifolium. Sondas de oligonucleotideos para 16SrRNA foram usadas para detectar e quantificar as
populagdes de cada espécie. Ambos organismos foram detectados em todas as amostras. A atividade microbiana foi monitorada pela
producdo de gas, acidos graxos volateis e desaparecimento de fibra detergente neutro (FDN).Concentra¢des crescentes de tanino causaram
um significativo (P<0,05) aumento na fase lag das culturas, observado pelo desaparecimento da FDN e produgio de gas. A producdo de
AGV nio se correlacionou com o RNA estimado.
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DETECTION OF 165 rRNA OF A RUMINOCOCCUS ALBUS AND FIBROBACTER SUCCINOGENES COCULTURE UNDER
INCREASING TANNIN LEVEL

ABSTRACT: A Ruminococcus albus and Fibrobacter succinogenes coculture was grown in culture medium containing Cynodon
plectostachyus and Desmodium ovalifolium tannin. Oligonucleotide probes targeting 16S rRNA were used to detect and quantify either
species populations. Both organisms were detected in all samples. Microbial growth was monitored by gas production, volatile fatty acids
and neutral detergent fiber (NDF) disappearance. Increased tannin concentrations caused significant (P<0,05) longer lag phase as observed
by NDF disappearance and gas production. There was no correlation between VFA production and estimated RNA.
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Introdugdo

O uso de sondas moleculares para estudos de ecologia microbiana representa um grande avango sobre métodos baseados em morfologia ou
cultivo em meio artificial, por permitirem a avaliagdo de microrganismos em amostras do ambiente. Apesar de algumas questdes
metodologicas ndo resolvidas Raskin et al., 1997, a técnica de sondas de oligonucleotideos dirigidas para o 16S rRNA tem sido utilizada
para o estudo da ecologia microbiana ruminal (Stahl et al., 1988; Forster et al., 1997; Shi et al., 1997) e de varios outros ecossistemas.
Neste trabalho testou-se o uso de sondas moleculares para a detec¢ao e quantificagdo de microrganismos ruminais em condi¢des simuladas
de pastejo de forrageiras tropicais.

Material e Métodos

Meio de cultura semi-complexo foi preparado anaerobiamente sem resazurina. Um volume de 110 ml foi transferido para garrafas de s6ro
contendo 100 + 2 mg de Cynodon plectostachyus. A forragem seca e moida foi embebida por 12 hs em agua destilada contendo 10% ¢-
butanol a 39 °C para a extragdo de componentes soltveis. Butanol terciario foi usado para prevenir-se contaminagio microbiana. O meio
contendo forragem foi autoclavado a 121 °C por 15 min. Culturas crescendo exponencialmente com A de aproximadamente 0.7 eram
usadas como inéculos para a fermentagdo de forragem num sistema de produgdo de gas. Taninos condensados soluveis foram extraidos de

folhas maduras de Desmodium ovalifolium Desv. (Leguminosae, Papillionidae) (Asquith et al., 1985). Um tampao (0,5M Tris, pH 7)
contendo polivinilpirrolidona-4000 (PVP) (Sigma Co., St. Louis, MO, EUA) era adicionado a aliquotas de 1 ml das culturas para remover

taninos que impediriam a extracio de RNA (Arcuri et al., 1999). Os pellets de células resultantes eram armazenados a —80 °C.

Um kit comercial foi utilizado para extragdo do RNA total (RNAqueous, Ambion Inc., Cupertino, CA, EUA) (Arcuri et al., 1999). Sondas
utilizadas e condigdes de hibridizacdo estdo descritas em SCHOFIELD et al. (1997). Os resultados foram fotografados em filme de raios X
e gravados digitalmente (Alphalmager imaging system IS-1000 versdo 2.0, Alpha Inotech Corp., San Leandro, CA, EUA). Um fator de
normalizagdo foi calculado e usado para ajustar os dados dos ntimeros de pixels. Os sinais de hibridizagido de pelo menos duas membranas
tiveram suas médias e desvios padrio calculados.

O modelo geral linear do SAS (SAS system versdo 6.12) foi usado nas analises estatisticas. O teste de Tukey foi usado para detectar
diferencas entre médias. As médias foram comparadas em nivel (P<0,05).

Resultados e discussao

Os parametros de monitoramento da cocultura indicaram a rela¢ao inversa entre digestibilidade verdadeira e concentrag@o de taninos. A
producao total de gas ndo diferiu entre concentragdes diferentes de tanino. Foram observadas variagdes de até quatro vezes nos sinais de
hibridiza¢do de quaisquer das sondas utilizadas. A sonda universal apresentou tendéncia de aumentar o RNA estimado de 0 até 24 h
seguida por um decréscimo as 48 h. O mesmo pode ser dito a respeito da sonda R. A sonda S indicou que a populacdo de F. succinogenes
foi pequena mas relativamente constante até 24 h em qualquer concentragio de tanino e aumentou em 48 h. Estes resultados foram
parcialmente confirmados pelo aumento de 4cido succinico neste tempo, um produto final do metabolismo de F. succinogenes mas ndo de
R. albus. Ndo houve correlacio estatistica entre AGV produzidos e quantidades estimadas de rRNA. As percentagens obtidas somando-se
as quantidades médias de rRNA estimadas pelas sondas R e S confirmaram o aumento relativo de F. succinogenes apos 48 h de
fermentag8o. Varias causas de variagdo sdo possiveis (Raskin et al. 1997), sendo uma delas o fato de a forragem, autoclavada durante o
preparo dos frascos de fermentagéo, ser a origem de um ou mais compostos ndo identificados, extraidos juntamente com o RNA. Outros
autores encontraram problemas semelhantes (Stahl et al., 1988; Amann et al., 1990).

ConclusOES

As sondas de oligonucleotideos utilizadas neste trabalho podem ser usadas como ferramentas para a detec¢@o mas nio para quantificar as
proporgoes relativas entre R. albus e F. succinogenes durante a fermentacdo de C. plectostachyus na presenga de concentragdes crescentes
de tanino condensado de D. ovalifolium.
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Figura 1: desaparecimento da fibra detergente neutro em concentragdes de tanino de 0
(L), 100 (Z), 150 (O ) € 250 (¢ ) pu g/ml meio de cultura.

2017 Sonda U
=
5
] I
E
g 107 ESES?ZE:E
<L X N
& = ESES%ZEE
2 = 5:5:2:5:5
LE =
0 12 24 48
Fermentac&o (h)
2) Tsonca K
o
=
2 s
£ =
] i
(] -
=< oy
r 3%
(] =
= =
0 12 2d 48
Fermentacéo (h)




20

ng RMA estim . /ponto

1Sonda 5

12 24 43

Fermentacio (h)

Figura 2: Quantidades estimadas de RNA por ponto (aliquota fixada na membrana de
nylon) de amostras hibridizadas com as sondas U, R e S. Da esquerda para a direita, em
cada tempo de fermentagdo, 0, 100, 150 e 250 p g tanino/ml meio de cultura.




