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Apresentacao

A Embrapa Gado de Leite, sob a coordenacado do Apoio ao Estudante, do Departamento de Gestao de Pessoas
(DGP) da Embrapa, tem ativamente conduzido o Programa Institucional de Bolsas de Iniciacao Cientifica
(PIBIC) do Conselho Nacional do Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), congregando, ao final
desses treinamentos, orientadores, bolsistas e membros de nossa comunidade técnico-cientifica em oficinas de
trabalho anuais, provendo discussdes objetivas, o contraditério cientifico, a revisdo pelos pares, e a antevisao
de estratégias futuras.

Este documento reldne os trabalhos apresentados no XX Workshop de Iniciacdo Cientifica da Embrapa Gado
de Leite, realizado de 27 a 28 de julho de 2017, no d&mbito do programa PIBIC CNPq do periodo 2016-2017.
Foram apresentados 23 trabalhos, cobrindo areas da ciéncia béasica a ciéncia aplicada, tanto na area animal
guanto na vegetal. Todos de imediata relevancia para o agronegécio do leite. O evento reuniu 70 participantes,
com trabalhos em pesquisa cooperativa envolvendo 17 instituices brasileiras. Esses nimeros evidenciam a
relevancia do programa PIBIC para a comunidade de pesquisa em gado de leite e para os jovens cientistas em
formacao. Apresentacdes orais com qualidade cada vez melhor, ocasionando uma visivel intensificacdao de
calorosas discussoes cientificas no decorrer do evento.

Somos gratos ao CNPq pela oportunidade em podermos, de forma ja tradicional, contribuir para o desenvolvimento
de futuras geracdes de profissionais em pesquisa e desenvolvimento, em beneficio da atividade leiteira do
Brasil.

E salutar comprovar, pela vigésima vez, o pleno cumprimento do objetivo central do PIBIC, de incentivar o

pensamento cientifico e a iniciacao a pesquisa de estudantes de graduacao do ensino superior, contribuindo
assim para a formacao cientifica desses futuros profissionais.

Paulo do Carmo Martins
Chefe-geral da Embrapa Gado de Leite



Caracteristicas morfogénicas e estruturais de cultivares de Panicum maximum,
submetidos ao pastejo de vacas leiteiras’
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Resumo: A morfogénese das plantas pode ser definida como a dindmica de formagcdo e expanséao
da forma da planta no espaco. O estudo das caracteristicas morfogénicas de uma forrageira é de
grande importancia na determinacdao de metas de manejo. O presente estudo foi conduzido na
Embrapa Gado de leite com o objetivo de avaliar as caracteristicas morfogénicas e estruturais dos
cultivares de Panicum maximum BRS Zuri e BRS Quénia, sob a influéncia de duas estagdes do
ano (verdao e outono). Para o estudo de morfogénese utilizou-se o delineamento de blocos
casualizados, no arranjo de parcelas subdivididas, onde as parcelas eram as cultivares e as
subparcelas as estacdes, com trés repeticoes. As caracteristicas morfogénicas e estruturais
foram influenciadas somente pela estacdo do ano, com excecdo da taxa de alongamento de
colmo e da densidade de perfilhos que variaram conforme a interacdo cultivar x estacdo do ano.
As taxas de alongamento, aparecimento e senescéncia foliares, além do comprimento de folhas
foram maiores no verdo do que no outono. A taxa de alongamento de colmos foi maior para o
Quénia do que para o Zuri e variou com a estacdao somente para a cultivar Quénia, com maior
valor no verao, quando comparado ao outono. O Quénia apresentou maior densidade de perfilhos
do que o Zuri, independentemente da estacdo do ano. Devido ao seu florescimento precoce,
estratégias de manejo que visem a eliminacdo do meristema apical no pasto de BRS Quénia, em
meados do verdo, podem conter o acentuado alongamento do colmo e favorecer uma rapida
renovacao de perfilhos.

Palavras—chave: alongamento foliar, aparecimento foliar, comprimento foliar, perfilhamento,
senescéncia

Morphogenetic and structural traits of Panicum maximum cultivars, submitted to
grazing of dairy cows

Abstract: Plant morphogenesis can be defined as the dynamics of formation and expansion of
the plant form in space. The study of the morphogenetic traits of forage is important for
determination of management goals. The present study was conducted at the Embrapa Dairy
Cattle with the objective of evaluating the morphogenetic and structural characteristics of the
Panicum maximum BRS Zuri and BRS Quénia cultivars in two seasons of the year (summer and
autumn). The experimental design was a randomized block, in a 2 x 2 factorial scheme (two
cultivars x two seasons), with three repetitions. The morphogenetic and structural traits were
influenced only by the season of the year, with the exception of the stem elongation rate and the
tiller density that varied according to the cultivar x season interaction. The leaf elongation, leaf
appearance and leaf senescence rates, and leaf length were higher in the summer than in
autumn. The stem elongation rate was higher for BRS Quénia than for BRS Zuri and varied with



the seasons only for BRS Quénia, with higher value in the summer when compared to the
autumn. BRS Quénia had a higher tiller density than the BRS Zuri, regardless of the season.
Strategies of pasture management can be used to eliminate apical meristem in the BRS Quénia,
in the mid-summer, and so reduce the strong stem elongation and favor the fast tiller turnover.

Keywords: leaf appearance, leaf elongation, leaf length, tillering, senescence

Introducao

A producao do pasto é resultado da continua emissao de folhas e perfilhos, sendo estes,
influenciados pelo corte ou pastejo. Estudos detalhados sobre os componentes responséaveis pela
producao de forragem sao importantes no entendimento da renovacdo da é&rea foliar apds a
desfolhacdao (PEDREIRA et al.,, 2001). As avaliacbes da morfogénese da planta possibilita
entender as modificacoes morfolégicas da planta durante o tempo, definindo sua produtividade
(NASCIMENTO JUNIOR et al., 2002).

As informacdes da dindmica de crescimento dos perfilhos sdo especialmente importantes
para novos materiais forrageiros. A espécie Panicum maximum é caracterizada por sua elevada
producao e boa qualidade da forragem (JANK et al., 2010). As cultivares BRS Zuri e BRS Quénia,
disponibilizadas recentemente, apresentam caracteristicas favordveis a producdo animal.
Entretanto, pouco se conhece sobre suas caracteristicas de crescimento, quando mantidas sob
pastejo. Objetivou-se com esse estudo avaliar as caracteristicas morfogénicas e estruturais de
Panicum maximum cvs. Zuri e Quénia, sob a influéncia das estacdes do ano.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Embrapa Gado de Leite, municipio de Coronel Pacheco,
Minas Gerais. Foram utilizadas pastagens de Panicum maximum BRS Zuri e BRS Quénia,
divididas em piquetes de 830 m?, manejadas pelo método de lotacdo rotacionada. Para o estudo
de morfogénese utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, no arranjo de parcelas
subdivididas, onde as parcelas eram as cultivares e as subparcelas as estacdoes, com trés
repeticoes. Foram avaliadas as varidveis morfogénicas e estruturais no verao (janeiro-fevereiro) e
outono (abril-maio). Foram marcados trés perfilhos por touceira e duas touceiras por repeticdo. O
comprimento da lamina foliar expandida foi medido da sua ligula até o apice, o comprimento da
lamina emergente medido da ligula da ultima folha expandida até seu &pice, até que sua ligula se
tornasse visivel e o comprimento de colmo medido da base do solo até a ligula da ultima folha
expandida. A data de aparecimento da folha foi definida quando sua ligula se tornasse visivel e
data de morte quando seu comprimento se encontrava com mais de 50% necrosado. O tempo de
vida das folhas foi dado como numero de dias para sua completa expansdo até atingir mais de
50% do seu comprimento necrosado. As avaliacoes foram feitas semanalmente durante o
periodo de descanso do piquete, possibilitando calcular as taxas de alongamento, aparecimento e
senescéncia das folhas por perfilho. Foi possivel também calcular o comprimento médio das
folhas e o nimero de folhas totais (NFT) e vivas (NFV) por perfilho. A taxa de alongamento foliar
(TalF) foi calculado por meio da diferenca entre o comprimento final e inicial dividido pelo
periodo de descanso. A taxa de senescéncia foliar (TseF) foi determinada a partir da diferenca
entre o comprimento verde inicial da lamina foliar e o final, dividido pelo periodo de descanso. A
taxa de aparecimento foliar (TapF) foi calculada dividindo o numero de folhas totalmente
expandidas surgidas pelo periodo de descanso e o filocrono, que representa o inverso da taxa de
aparecimento, foi calculado dividindo o periodo de descanso pelo nimero de folhas expandidas
surgidas no perfilho. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, com auxilio do programa
estatistico SISVAR, para verificar a influéncia da cultivar, estacoes e suas interacbes. Para
comparacao de médias foi utilizado o teste tukey a 10% de probabilidade.

Resultados e Discussao
As caracteristicas morfogénicas e estruturais foram influenciadas somente pelas estacoes
do ano (Tabela 1), exceto a taxa de alongamento de colmo, que variou (P<0,01) com a
interacao cultivar x estacao do ano (Tabela 2). As TalF e TapF foram maiores (P<0,01) no verao
do que no outono, enquanto o filocrono foi inverso, com maior no outono do que no verao.
Segundo Morales et al. (1997), a baixa disponibilidade de dgua no solo pode reduzir a emissao de



folhas novas, o que poderia explicar a menor TapF e o maior filocrono no outono, quando sao
observadas menores precipitacoes pluviométricas. As baixas temperaturas e luminosidade
também sao fatores limitantes do crescimento, tendo relacdo com os baixos valores do outono.

Para senescéncia foliar, os valores do verao superaram (P<0,10) os do outono em
257%. No verao, as folhas completaram sua expansao mais rapida, mas experimentaram uma
aceleracdo no metabolismo e na senescéncia foliar. A vida util da folha foi maior (P<0,01) no
outono do que no verao, refletindo a menor TseF nesta estacao.

A TalC foi influenciada (P<0,01) pela interacdo cultivar x estacdo do ano (Tabela 2). A
TalC do Zuri nao diferiu entre as estacbes, porém, a do Quénia foi maior no verao do que no
outono. O Quénia apresentou maior TalC no verdao, mas menor no outono, quando comparado ao
Zuri. O elevado alongamento de colmo do Quénia, no verdo, foi devido a sua precocidade de
florescimento em relacdo ao Zuri, caracterizada pelo aparecimento de perfilhos reprodutivos nos
meses de fevereiro e marco, o que resultou no acentuado alongamento dos colmos para emissao
dos pendoes florais. No outono, o Quénia reduziu seu alongamento de colmos em 96,3%. Essa
significativa reducdo pode ser explicada pela intensa renovacdo de perfilhos basais apés o
florescimento. Os resultados evidenciam que neste periodo, o pasto priorizou a emissdo de novos
perfilhos, em detrimento do crescimento dos perfilhos existentes.

O comprimento médio das folhas foi maior (P<0,01) no verdo do que no outono, o que
estd associado a maior TalF nesta estacdo. O NFT e NFV por perfilho foi maior (P<0,05) no
outono do que no verao, o que estd ligado a menor TseF e a maior vida util das folhas.

Tabela 1. Caracteristicas morfogénicas e estruturais de pastos de Panicum maximum cvs. Zuri e
Quénia, em duas estacdes do ano.

Estacdo do ano

Caracteristica P-value’ CV (%)?

Verao Outono
Alongamento foliar (mm/perfilho/dia) 104,4 58,3 *xx 7,33
Aparecimento foliar (folha/perfilho/dia) 0,121 0,087 * R % 11,34
Filocrono (dias/folha) 9,2 13,1 *xx 13,59
Senescéncia foliar (mm/perfilho/dia) 1,86 0,62 * 88,66
Vida util da folha (dias) 47,9 72,2 *xx 8,85
Comprimento da folha (cm) 84,9 63,3 *xx 6,76
Numero total de folhas/perfilno 5,82 6,24 ** 4,41
Numero de folhas vivas/perfilho 5,62 6,21 * R % 4,31

'Probabilidade de efeito significativo devido & estacdo (*P < 0,10; **P < 0,05; ***P<0,01).
Coeficiente de variagdo.

A densidade populacional de perfilhos foi influenciada pela interacdo cultivar x estacao do
ano (Tabela 2). Para o Zuri ndo houve efeito da estacdao sobre a densidade de perfilhos.
Entretanto, variacdes ocorreram para o Quénia, que apresentou maior densidade no outono.
Comparando as cultivares nas estacdes, nota-se que o Quénia apresentou maior densidade que o
do Zuri, nas duas estacdes (32,8% no verdao e 98,4% no outono). O intenso perfilhamento do
Quénia no outono foi posterior ao florescimento em meados do verdo. O estagio final de vida dos
perfilhos reprodutivos diminuiu a dominancia apical e estimulou a formacdo de novos perfilhos
basilares, o que explica o elevado nimero de perfilhos no outono.



Tabela 2. Taxa de alongamento de colmo (TalC) e densidade de perfilhos em pastos de Panicum
maximum cvs. Zuri e Quénia, em duas estacdes do ano.

Estacédo - Cultivar — P-value’ CV (%)?
Zuri Quénia
Taxa de alongamento do colmo® (mm/perfilho/dia)
Verdo 2,95 7,10% . xx
Outono 2,39%a 0,26°% 29,96
Densidade populacional de perfilhos (m?)

= Ab Aa
Verao 274Ab 364Ba . % % 10,01
Outono 263 522

A B 2 bMédias seguidas por letras diferentes, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, dentro
de cada caracteristica, sdo diferentes pelo teste de Tukey (P<0,10). 'Efeito significativo da
interacdo estacdo x cultivar (***P<0,01). *Coeficiente de variacdo.

Conclusdes

As caracteristicas morfogénicas e estruturais sao fortemente influenciadas pelas
estacoes.

Os dois cultivares possui desenvolvimento semelhante, porém, o BRS Quénia se destaca
pelo maior alongamento de colmo no verdo e mais intenso perfilhamento no outono.

Estratégias de manejo que visam a eliminacdo do meristema apical no pasto de BRS
Quénia, em meados do verao, podem conter o acentuado alongamento do colmo e favorecer uma
rdpida renovacao de perfilhos.
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Resumo: Uma das principais implicacdes do estresse térmico na cadeia produtiva do leite é a
reducdo da fertilidade. Para fazer frente aos efeitos do calor excessivo sob a fertilidade e,
consequente produtividade estdo sendo avaliadas vacas Girolando sob condicdes de indice
temperatura e umidade (ITU) elevadas com objetivo de caracterizar a variacdo de temperatura
vaginal durante periodo de estresse térmico. Temperatura vaginal de vacas em lactacdo, vacas
secas e novilhas foi coletada a cada meia hora com auxilio de mini datalogger (iButton) acoplado a
dispositivo intravaginal, por periodo de 36 a 48h. Observou-se que o pico de ITU em alguns dias
de coleta atingiu o valor de 85 entre 15 e 16h, considerado de estresse moderado a severo para
vacas de origem europeia. Alguns animais (n=3) apresentaram temperatura vaginal acima de 39,5
°C quando o ITU variou de 78 a 85, com um desses animais alcancando 40,3 °C de temperatura
vaginal. Entretanto, em outros animais a temperatura vaginal permaneceu abaixo de 39,5 °C.
Conclui-se que animais da raca Girolando apresentam variacdo na temperatura vaginal em funcao
do valor de ITU no ambiente. Tais informacGes fenotipicas podem ser uteis em estudos para se
identificar marcadores moleculares para termotolerancia em vacas Girolando.

Palavras—chave: Estres térmico, bovinos, termoregulacao
Characterization of thermoregulatory variation in cows of Girolando breed

Abstract: One of the main implications of thermal stress in the milk production chain is the
reduction of fertility. In order to cope with the effects of heat stress on fertility and consequent
productivity Girolando cows are being evaluated under high temperature and humidity index (THI)
conditions in order to characterize the temperature variation during a period of heat stress. Vaginal
temperature of lactating cows, dry cows and heifers was collected every half hour with the aid of
a mini datalogger (iButton) coupled to an intravaginal device, for a period of 36 to 48 hours. It was
observed that the peak of THI in some days of collection reached the value of 85 between 15 and
16h, considered of moderate to severe stress for cows of European origin. Some animals
presented vaginal temperature above 39.5 °C when Ul ranged from 78 to 85, with one of them
reaching 40.3 °C vaginal temperature. However, in other animals the vaginal temperature
remained below 39.5 °C. In conclusion, Girolando animals dysplay variation in vaginal temperature
as a function of the THI value in the environment. Such phenotypic information may be useful in
studies to identify molecular markers for thermotolerance in Girolando cows.

Keywords: Heat stress, bovine, thermoregulation

Introducédo

O consumo de produtos lacteos tem crescido, principalmente, em paises em
desenvolvimento (SIQUEIRA et al., 2012)e que estdo localizados nas regides mais quentes do
planeta. Entretanto, apesar da carne e do leite serem os principais alimentos, de origem animal, do



agronegécio brasileiro e estarem entre os principais itens da alimentacdo da populacdao mundial,
sua producao é fortemente influenciada pelas condic6es ambientais.

O constante aquecimento climatico podera levar os animais a uma condicao de estresse
térmico, impactando negativamente a produtividade dos rebanhos bovinos (THORNTON et al.,
2009) Uma das principais implicacées do estresse térmico na cadeia produtiva do leite é a reducao
da fertilidade, resultando em baixas taxas de concepcdo e, consequentemente, em mais vacas
vazias por mais tempo. De fato, em regidoes de clima tropical e subtropical, o verao esta associado
a reducdo da fertilidade nesses animais (SCHULLER et al., 2014). No Brasil, 70% do rebanho
bovino leiteiro é composto por animais cruzados entre taurinos e zebuinos, sendo o Girolando,
oriundo do cruzamento entre Holandés e Gir (HxG) o mais utilizado (BORGES et al., 2015). A
selecao de individuos termo resistentes é uma ferramenta em potencial para reduzir os efeitos do
estresse térmico na bovinocultura leiteira (HANSEN, 2013).

Para fazer frente aos efeitos do calor excessivo sob a fertilidade e, consequente
produtividade, e que podem ser potencializados por possiveis mudancas climaticas, o projeto se
propdem a avaliar a variacao da temperatura corpérea de vacas Girolando sob condicdes de indices
de temperatura e umidade (ITU) elevadas afim de identificar individuos termo resistentes e que
possam, em estudo posterior, possuir polimorfismos que estejam associados a melhor
termorregulacao. Portanto o objetivo deste estudo inicial é caracterizar a variacdo de temperatura
vaginal em fémeas bovinas do cruzamento Girolando durante periodo de estresse térmico

Material e Métodos

Foram utilizados animais da raca Girolando e 1/2 sangue (F1) Gir x Holandes. Temperatura vaginal
de vacas em lactacao, vacas secas e novilhas foi coletada a cada meia hora com auxilio de mini
datalogger (iButton) acoplado a dispositivo intravaginal, por periodo de 36 a 48h. Para caracterizar
o ambiente de estresse térmico, a temperatura e a umidade relativa do ar foram registradas no
mesmo momento que a temperatura vaginal por meio de datalogger ambiental (ASKO AK 174,
Asko Produtos Eletrénicos Ltda, RS, Brasil). O indice de Temperatura e Umidade (ITU) foi calculado
usando a formula (ITU= (1,8 x T°amb + 32) - (0,55 - 0,0055 x Umid) x (1,8 x T®amb - 26);
onde T°amb é temperatura ambiental e Umid a umidade relativa do ar).

Resultados e Discussao

Temperatura vaginal foram coletados de cerca de 800 fémeas bovinas mesticas Girolando
(Holandés x Gir) de diferentes graus de sangue localizados no Campo Eperimental Jose Henrique
Bruschi (CEJHB), Cel Pacheco, Campo Experimental Santa Monica (CESM), Valenca, da Embrapa
Gado de Leite e na Fazenda Santa Luzia, Passos, MG. (Os dados foram coletados nos meses de
janeiro a marco de 2016 e de outubro a marco de 2017). Para evitar confundimentos sobre a
temperatura vaginal, animais que apresentaram histérico de cio, processo inflamatério (ex: mastite,
infeccdo uterina e lesOes podais) ou que estavam com menos de 30 dias pés-parto quando
realizada a afericdo da temperatura, tiveram seus dados excluidos do experimento.

A Figura 1 ilustra a variacdo de temperatura vaginal de nove vacas e do ITU ao longo de
24 h do dia 06/01/2017 no CEJHB. Observa-se que neste dia o pico de ITU atingiu o valor de 85
entre 15 e 16h, considerado de estresse moderado a severo para vacas de origem europeia
(Armstrong, 1994). Alguns animais (n=3, animais #1696, 2607 e 3695) apresentaram
temperatura vaginal acima de 39,5 °C quando o ITU variou de 78 a 85, com um desses animais
(#1696) alcancando 40,3 °C de temperatura vaginal. Entretanto, em outros animais a temperatura
vaginal permaneceu abaixo de 39,5 °C.
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Figura 1. Variacdo da temperatura vaginal em funcdo do indice de Temperatura e Umidade (ITU)
do ambiente por periodo de 24h no dia 06/01/2017 no CEJHB. TV = temperatura vaginal.

Observa-se que existe variacdo na temperatura vaginal entre animais em funcéo do ITU ao
longo do dia. Dados de temperatura vaginal de mais animais ainda estdo sendo coletado para
aumentar a base de informacoOes. Espera-se que a variacdo desse fendtipo esteja associado a
polimorfismo genémico que, depois de identificado e caraterizado, possa ser utilizado para a
selecao gendmica de animais termotolerantes.

Conclusao
Animais da raca Girolando apresentam variacao na temperatura vaginal em funcao do valor
de ITU no ambiente. A partir da agregacdo de mais resultados do projeto principal espera-se que
sejam identificados marcadores moleculares para termotolerdncia, com reflexo no potencial de
fertilidade do oécito, que possam ser usados para selecdo gendmica em vacas Girolando.
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Resumo: O objetivo do estudo foi identificar a translocacdo de toxinas injetadas por adultos da
cigarrinha-das-pastagens em funcdo do local de alimentacdo; além de determinar as injurias
ocasionadas em Brachiaria ruziziensis em funcdo da densidade e do tempo de exposicdo do
inseto praga. Para tal, foram utilizadas 15 plantas de B. ruziziensis, as quais foram expostas as
cigarrinhas para a alimentacdo na regido foliar (limbo apical, mediano e basal) e posteriormente,
avaliou-se a progressao das injdrias. Para a avaliagado de injlrias em funcao do tempo e densidade
de insetos, utilizou-se delineamento experimental em blocos casualizados, consistindo em quatro
densidades de insetos e cinco dias de avaliacbes em um total de cinco blocos. Verificou-se que a
ponta e o meio das folhas foram as partes que apresentaram maior percentual de injlria
independentemente do local de alimentacao das cigarrinhas no limbo foliar, denotando que a
toxina é capaz de translocar. Observou-se um aumento progressivo na porcentagem de dano
foliar ao decorrer dos dias e aumento das densidades de insetos, onde as densidades de 10 e 15
cigarrinhas nao diferiram na porcentagem de folhas injuriadas, assim como nao houve diferenca
de folhas injuriadas entre 15 e 20 dias.

Palavras—chave: inseto-praga, danos, cigarrinha das pastagens

Characterization of the injuries caused by Mahanarva spectabilis (Distant, 1909)
(Hemiptera: Cercopidae) on Brachiaria ruziziensis (Germ & Evrard)

Abstract: The aim of this study was identify the translocation of toxines injected by adults
spittlebugs in function of feeding place and determine the damages in Brachiaria ruziziensis in
function of insect density and exposure time. In this regard, 15 plants of B. ruziziensis, which
were exposed to the spittlebugs for feeding on the leaf area (apical, medium and basal limbus),
were used and subsequently the plants were monitored to verify the progression of damages. For
the evaluation of injuries in function of time and insect density were used four insect densities
and five days of evaluation in five blocks, totalizing 25 experimental units. It was found that the
apical and the medium areas of leaves were the areas with the higher percentage of damage
regardless of the feeding place of the spittlebugs and, the toxin is able to translocate. There was
a progressive increase in the percentage of leaf damage over the days and increased insect
densities, where the densities of 10 and 15 spittlebugs did not differ in the percentage of
damaged leaves, and there were no difference in damaged leaves between 15 and 20 days.

Keywords: insect pests, damage, spittlebugs

Introducao

Dentre o cultivo de braquiarias, evidencia-se a espécie Brachiaria ruziziensis (R. Germ &
Evrard), a qual se sobressai por sua qualidade, apresentando maior palatabilidade e produtividade
(ARAUCARIA SEMENTES, 2010). Por outro lado, esta ndo é recomendada em locais que
apresentam histéricos de problemas com cigarrinhas das pastagens, por ser considerada
suscetivel a esse inseto praga.

A forma adulta da cigarrinha-das-pastagens suga a seiva das folhas e brotacdes e injeta
toxinas, causando fitotoxidade, necrosando os tecidos foliares e, consequentemente, interferindo
na sintese da clorofila (VALERIO et al., 1988; HEWITT, 1988; DINARDO-MIRANDA, 2005).



Estes sintomas se desenvolvem na folha acima e abaixo do local de alimentacdo, mas o dano é
estritamente confinado & lamina foliar (VALERIO & NAKANO, 1992). Se as injdrias produzidas
pelos adultos podem continuar desenvolvendo na auséncia do inseto e como a toxina transloca
na planta, ainda sdo questées nao muito claras.

Desta forma, objetivou-se identificar se ha translocamento das toxinas injetadas por
adultos de M. spectabilis em funcdo do local de alimentacdo, assim como determinar as injuria
em B. ruziziensis em funcédo da densidade do inseto ao longo do tempo.

Material e Métodos

Adultos de M. spetabilis foram coletados no campo experimental da Embrapa Gado de
Leite, localizado em Coronel Pacheco, Minas Gerais, transferidos para o Laboratério de
Entomologia e alojados em gaiolas de acrilico contendo uma planta de Pennisetum purpureum
Schum cvs. Roxo de Botucatu, para alimentacgao.

Para verificar se houve um translocamento da injuria, e qual parte do limbo foliar é mais
danificada, foram utilizadas 15 plantas de B. ruziziensis cultivadas em vasos com capacidade de
500 mL. Em cada planta, as cigarrinhas-das-pastagens, independentemente de sexo ou idade,
foram permitidas se alimentar a vontade no limbo foliar apical, mediano e basal. Posteriormente,
as plantas onde as cigarrinhas se alimentaram, foram mantidas em casa de vegetacdo, e
registrou-se o inicio e a progressao das injurias em funcao do local de alimentacao.

Na caracterizacdo do local da injdria, foi dado uma nota relativa a presenca ou nao da
injuria em cada parte do limbo foliar (apical, mediano e basal), onde a nota O (zero) foi dada para
as partes do limbo que nao apresentavam nenhuma injdria e nota 1 (um) para as partes que
apresentavam injdrias.

Para avaliacao das injlrias em funcao do tempo e densidade de insetos, o delineamento
experimental foi em blocos casualizados e em esquema fatorial, envolvendo quatro densidades de
insetos (0, 5, 10 e 15) e cinco datas de avaliacdes (1, 5, 10, 15 e 20 dias apés infestacao dos
insetos) em um total de cinco blocos, totalizando 20 plantas avaliadas.

Cada unidade experimental foi infestada com a respectiva densidade de adultos de M.
spectabilis por 48 horas, sendo repostos os insetos mortos, mantendo assim a densidade
referente a cada repeticdo. Apds esse periodo, os insetos foram retirados da planta e iniciou-se o
periodo de avaliacdo dos danos, sendo efetuadas apés 1, 5, 10, 15 e 20 dias da retirada dos
insetos da planta, onde eram contabilizadas o nimero de folhas totais e o nimero de folhas
injuriadas.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05). As andlises foram feitas no programa SISVAR 5.1
(FERREIRA, 2008).

Resultados e Discussao
Translocacéo da injuria

Observou-se diferencas significativas nas notas de danos entre os locais da injuria, onde
a parte apical e mediana do limbo foliar, independentemente do local de alimentacdo das
cigarrinhas-das-pastagens, foram as mais injuriadas. Foi possivel observar que a toxina transloca
no limbo foliar, j& que as partes mais injuriadas das folhas foram a ponta e o meio, mesmo estas
se alimentando na porcao basal da folha (Tabela 1). Estes resultados corroboram os de Valério
(1985), que registrou que a translocacdo de toxinas ocorre, predominantemente, no sentido
apical das folhas, onde no geral comecam a secar a partir do dpice em direcdo a porcao basal.

Avaliado a nota de dano nos locais de alimentacdo, constatou-se que nado houve
diferenca significativa nos valores de local da injdria em funcao do local de alimentacdo. Quando
os inseto foram expostos para se alimentar na porcdo apical, mediana e basal, separadamente,
houve uma predominancia dos danos na ponta e meio do limbo foliar, mostrando que
independentemente do local de alimentacdo as injurias se manifestaram de forma igualitaria
nessas areas (Tabela 1).

Em estudos dos danos da cigarrinha Aeneolamia varia sccharina em cana-de-acgucar,
Withycombe (1926) descreveu que essa predominancia de danos na parte apical e mediana do
limbo foliar ocorre provavelmente pelo maior suprimento de &gua presente na porcao basal da
folha, uma vez constatado um nuimero maior de nervuras transversais maiores na base do que na
porcdo apical da folha. Valério (1985) complementou que possivelmente, o suprimento de agua



para a folha se d4 de forma crescente no sentido base-ponta, e consequentemente os danos
causados pela cigarrinha, assim como a reducao de suprimento hidrico a ponta e meio da planta
se manifestam de forma mais severa nessas areas.

Quanto avaliado as lesdes necrdticas, observou-se que apds a injecao de toxinas as
lesGes surgiram a partir do local onde foi fixado o aparato bucal das cigarrinhas translocando-se
para o apice foliar, resultados esses que corroboram os obtidos por Withycombe (1926) e
Holmann e Peck (2002), que constataram que a injecdo de toxina causa fitotoxidade, tendo
como resultado a interrupcao da atividade fotossintética, levando a lesdes necréticas dissipando-
se longitudinalmente em direcdo ao apice foliar.

Injurias em funcdo do tempo e densidade de insetos

Nédo foi constatado diferenca significativa na avaliacdo de um dia ap6s a retirada dos
adultos de M. spectabilis, nao havendo dano em nenhuma das densidades dos insetos,
convergindo ao proposto por Valério (1985) que estabeleceram que os primeiros sinais de dano
se expressam no terceiro dia apds o confinamento. No 5° dia apds a infestacdo, observou-se que
nas densidades 5, 10 e 15 os valores de folhas injuriadas nao diferiram estatisticamente entre si,
porém foram maiores que na densidade zero (Tabela 2).

Verificou-se que no 10° e 15° dia de avaliacdo, as densidades com 10 e 15 cigarrinhas
apresentaram danos semelhantes entre si, e foram maiores que a densidade de cinco insetos e
zero insetos (Tabela 2). Apdés 20 dias da infestacao inicial, verificou-se que as densidades 5, 10
e 15 insetos desenvolveram danos de forma igualitdria chegando a apresentar trés vezes mais
folhas injuriadas em relacdo a densidade zero. Semelhantemente, testes realizados por Resende
(2012) enfatizou que o aumento do ndmero de insetos, atingindo certo limite, ndo produz efeitos
adicionais de injudria sobre a planta.

Ao avaliar os valores totais entre as diferentes datas de avaliacdo, foi possivel verificar
que a porcentagem das folhas injuriadas aumentam progressivamente até o 10° dia e que nao ha
diferenca significativa na porcentagem de folhas injuriadas entre 15 e 20 dias, evidenciando
assim o periodo necessario para o inicio das avaliacdes dos danos as forrageiras em 15 dias apds
a exposicdo dessas aos insetos (Tabela 2). Resultados obtidos por Valério (1985) com cigarrinha-
das-pastagens Z. enteriana em B. decumbens, divergiram aos propostos no presente trabalho,
que estabeleceu que a manifestacdo plena dos sintomas ocorre apés 22 dias. Uma das primeiras
etapas na determinacao do nivel do dano é o conhecimento da causa e desenvolvimento do dano
e o seu relacionamento com a densidade populacional dos insetos.

Conclusdes
A translocacdo da toxina pelo limbo foliar, se d& no sentido 4&pice-base
independentemente do local de alimentacdo. Quinze dias apds a exposicdo de 15 individuos de
M. spectabilis é adequado para estudo de forrageiras resistentes a esse inseto praga.
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Tabela 1. Média (+EP ) da Nota de Dano (O = auséncia de dano no limbo foliar; 1= presenca de
dano no limbo foliar) em plantas de Brachiaria ruziziensis submetidas a alimentacdo de
Mahanarva spectabilis.

Local de Injaria

!_ocal de~ Ponta Meio Base Total
Alimentacéo
Ponta 0,87+0,09 aA 0,80+0,11 aA 0,563+0,13 aB 0,73+0,06 a
Meio 0,87+0,09 aA 0,87+0,09 aA 0,60+0,08 aB 0,78+0,06 a
Base 0,87+0,09 aA 0,80+0,11 aA 0,60+0,13 aB 0,75+0,06 a
Total 0,87+0,05 A 0,82+0,06 A 0,57+0,07 B

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna e letra mailscula entre colunas, nao
diferem entre si pelo teste Scott-Knot (p> 0.05)

Tabela 2. Média (£ EP) das folhas injuriadas (%) de Brachiaria ruzizensis em funcao da densidade
de Mahanarva spectabilis e tempo (dias) apés a infestacao.

Dias apos a infestacio

Densidade de 5 10 15 20 % Total
M. spectabilis
0 0,00:0,00Ba  1,78+0,82Bb  6,13+370 Ac  9,8743,57 Ac  11,67+2,80 Ab  5,89+1.42c
5 395:1,16Ba 12834320 Ba 18434433 Ab 23904460 Ab  3026:8,04Aa  17,87+2,70b
10 556:2,01 Ca  17,0945,09Ba  3021+3,71 Aa  35,13£5,82 Aa  38,6744.67 Aa  24,03£237a
15 790:1,50 Ba 13,94£1,70 Ba 31,22+1,82 Aa  31,9942,09 Aa 35104240 Aa  2533+3,10a
Total 435:092D  1141£196C  21,5042,85B 25224297 A 28924331 A

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna e letra mailscula entre colunas, nao
diferem entre si pelo teste Scott-Knot (p> 0.05).
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Resumo: A mastite € uma das principais doencas que acomete os rebanhos leiteiros no mundo, e
tem como principal agente etiolégico o Staphylococcus aureus; bactéria recentemente
classificada pela OMS como “alta prioridade” no ranqueamento mundial de P&D, por apresentar
grandes ameacas a saude humana e animal, portanto, necessita de intensas pesquisas e
desenvolvimento de novos medicamentos e vacinas mais eficientes. O biofilme é um importante
fator de viruléncia produzido por esta bactéria e tem como principal componente o poli-/V-
acetilglicosamina (PNAG). Dessa forma, este trabalho prop6e o estudo por espectroscopia Raman
do PNAG de S. aureus e sua aplicacdo como alternativa nao destrutiva para determinacédo do
grau de desacetilacdo deste polimero. A caracterizacdo do polissacarideo foi realizada pela
espectroscopia Raman.

Palavras—chave: Biofilme, Grau de desacetilacdo, Mastite, Polimero, Raman, S. Aureus

Characterization of Poly-/NV-Acetylglucosamine extracted from Staphylococcus
aureus by Raman spectroscopy

Abstract: Mastitis is a important disease that affect the dairy herds around the world, and its
main etiological agent is Staphylococcus aureus. This bacteria recently classified by the WHO as
a "high priority" in the ranking of the world's R&D priority, because it poses great threats to
human and animal health. Thus, is needed constant research for development of new drugs and
vaccines. Biofilm is an important virulence factor produced by this pathogen and its main
component is poly-N-acetylglucosamine (PNAG). In this context, we used the spectroscopy to
characterize the PNAG of S. aureus and to determine its degree of deacetylation.

Keywords: Biofilm, Deacetylation degree, Mastitis, Raman, S. aureus, Polymer

Introducao
Considerando o grupo de bactérias patogénicas para mamiferos, Staphylococcus aureus é
classificada pela OMS como de “alta prioridade”, devido a variabilidade genética, histérico de
multirresisténcia a antibidticos e por apresentar grandes ameacas a salde humana e animal. Esta
bactéria é o principal agente etiolégico causador da mastite bovina, possui alta prevaléncia nos



rebanhos leiteiros especializados e, devido a sua grande variabilidade genética, apresenta
diversos fatores de viruléncia, em especial o biofilme.

Pela importancia, o biofilme, tornou-se alvo de pesquisa para desenvolvimento de vacinas
e de novos medicamentos para controlar infeccOes causadas por este patégeno. O principal
componente do biofilme é um exopolissacarideos formado por Poli-N-acetilglucosaminas (PNAG)
que, quando parcialmente desacetilado recebe o nome de adesina polissacaridica intercelular (PIA
o PNAGd). O grau de desacetilacao do PNAG é uma variavel biolégica que faz com que a cadeia
polimérica fique parcialmente protonada em ambientes neutros e &cidos, aumentando a
estabilidade do biofilme ao favorecer sua ligacao a superficie bacteriana (OTTO, 2008) e com
outras superficies negativas, como células de hospedeiros e biomateriais (STOODLEY et al.,
2004). Assim, é importante determinar o grau de desacetilacdo da cadeia polimérica do
PNAG/PIA de cada estirpe bacteriana, para propor sua aplicacdo biotecnolégica, ou mesmo, para
realizar estudos de imunologia, patogenicidade e resisténcia antimicrobiana associados ao S.
aureus.

A espectrosocopia Raman, técnica baseada no fendmeno de espalhamento de luz, cujo
espectro final pode ser investigado pelo exame das frequéncias relativas a radiacao espalhada
pelos grupos funcionais presentes nas estruturas quimicas, vem sendo bastante utilizada na
caracterizacdo deste tipo de amostras (FARIA et al., 1995). Quando comparada com outras
técnicas de quantificacdo do grau de desacetilacdo (RMN ou titulacdo) esta é vantajosa, por nao
ser destrutiva, por obter rapida aquisicao de dados, por possibilitar analises micrométricas e
necessitar de pouco ou nenhum tratamento prévio da amostra a ser analisada (ASHTON et al.,
2011).

Neste contexto, o presente trabalho propde o estudo por espectroscopia vibracional do
PNAG de S. aureus e sua aplicacdao como alternativa nao-destrutiva para determinacdo do grau
de desacetilacao deste polimero.

Material e Métodos
Cultivo de bactérias: Foi utilizada a estirpe 2309 de S. aureus isolada de mastite bovina,
pertencente a Colecdo de Microrganismos de Interesse da Agroinddstria e Pecudria, da Embrapa
Gado de Leite, sediada em Juiz de Fora, Minas Gerais. O cultivo foi realizado em &agar BHI em
placas descartaveis para o crescimento bacteriano por 24 horas a 37 °C em estufa.
Producédo, extracdo e purificacdo do exopolissacarideo: O inéculo foi produzido a partir de uma
alcada da cepa de interesse em caldo TSB e armazenadas numa estufa a 35° + 2 °C/72 horas
para o crescimento bacteriano e formacao do biofilme. Apds remocao mecénica do biofilme com
pérolas de vidro foram adicionados solucdo de NaOH 1M. A amostra foi incubada a 20°/3 horas
e depois centrifugada, e o sobrenadante dialisado por 24 horas em membrana MWCO 12-14KDa.
Apdés a didlise do material, adicionou-se &cido tricloroacético, incubou-se por 30 min e
centrifugou. Ao sobrenadante foi adicionado etanol e condicionado a 4 °C/24 horas e
centrifugado. A mistura foi resfriada até 10 °C, e depois o sobrenadante foi removido. O corpo
de fundo foi ressuspenso em H,O ultrapura e submetido a didlise por 24 horas. O material
dialisado foi filtrado em membrana de nylon 0,22 ym.
Desacetilacdo do polimero: Para remover os substituintes ligados ao nitrogénio (N,) o polimero
purificado foi dissolvido em NaOH 5N e incubado sob ambiente de N, durante 20 horas a 37 °C.
A mistura foi resfriada até 10 °C em banho de gelo e neutralizada por adicdo lenta de HCI 5N,
também em gelo. O material polimérico foi concentrado em membrana de didlise durante trés
dias a 4 °C e liofilizado.
Espectroscopia Raman: Foram realizados espectros do PNAG nativo e do PNAG desacetilado
(PIA) quimicamente. As medicoes de Raman foram realizadas com um espectrdmetro Bruker RFS
100, laser Nd+ 3/YAG operando a 1064 nm, com detector InGaAs. Os espectros foram
adquiridos com resolucdo de 4cm™, média de 2000 varreduras e poténcia de laser de 60Mw. O
grau de desacetilacao foi calculado segundo (ZAJAC et al, 2015; MANSUR et al, 2015).

Resultados e Discussao
Ao analisar o espectro Raman do PNAG nativo (Figura 1) verificou-se a presenca da
banda em 1381 cm™, caracteristica do estiramento simétrico do grupamento COO-, presente na
estrutura dos polissacarideos. Além desta, notaram-se as bandas atribuidas aos modos
vibracionais, d(CH,), d(CH), n(C-0)/n(C-C)/d(C-0H), n(O-CH3) e n(C-O-C) da ligacéo glicosidica,



presentes na estrutura quimica dos polissacarideos (IVLEVA et al, 2009). Por sua vez, no PNAG
nativo também pdde-se observar a presenca de uma banda caracteristica de polissacarideos
nitrogenados em 288 cm’, atribuida ao modo vibracional d(C-NH-C)/g(OH). Notou-se ainda,
bandas em 748, 687 e 434 cm™' atribuidas respectivamente aos modos d(CH,), d(COO-) e d(C-C-
0)/d(C-C-C) presentes na estrutura quimica do anel glicosidico (ALMEIDA et al, 2010). A
presenca de diferentes bandas atribuidas a mesma substadncia é explicada pelas diferentes
interacoes dos componentes da amostra (IVLEVA et al, 2009).

Para demonstrar que a técnica de espectroscopia Raman pode ser utilizada para avaliar o
grau de desacetilacdo do PNAG nativo, foi desacetilado quimicamente o mesmo PNAG nativo
(PNAGd) extraido da estirpe 2309. No espectro Raman do PNAGd, diferentemente do espectro
do PNAG nativo, ha a presenca de uma banda intensa em 1081 cm™. Esta banda é atribuida aos
modos vibracionais n(C-0O-C)/ n(C-OH)/n(C-C) (RAMYA et al., 2010). Esse fato indica que o
processo de desacetilacao altera tanto os modos vibracionais relacionados ao grupamento amina,
quanto os modos vibracionais da estrutura polimérica, a qual nao foi diretamente modificada pelo
processo de desacetilacdo. Por fim, apds o célculo de intensidade de bandas, o polimero nativo
apresentou-se em 60%, que o PNAGd conseguiu-se expandir a percentagem de desacetilacédo
para 92%.
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Figura 1. Espectro Raman dos polimeros PNAG nativo e PNAGAd.

Conclusdes
Através da técnica de espectroscopia Raman foi possivel obter a caracterizacdo estrutural
do biofilme de S. aureus, seguido de descricdo detalhada de suas respectivas bandas espectrais
tipicas. Também foi possivel calcular o grau de desacetilacdo do PNGA de forma rapida e nao
destrutiva, o que permite o reaproveitamento da amostra para outras abordagens experimentais
ou biotecnoldgicas.
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Resumo: Streptococcus agalactiae é um dos agentes patogénicos da mastite bovina que mais
prejudica a qualidade do leite. Embora a antibioticoterapia seja inevitavel para a erradicacdo desta
bactéria dos rebanhos, esta pode levar ao surgimento de cepas resistentes e deixar residuos de
antimicrobianos no leite. Os objetivos deste estudo foram investigar o perfil de susceptibilidade e
a presenca de determinantes genéticos da resisténcia a eritromicina em S. agalactiae e avaliar o
potencial desses genes como marcadores moleculares da resisténcia a este antibiético. O perfil
de susceptibilidade foi avaliado por teste de difusdo em &gar e a deteccdo de genes foi realizada
por PCR. A identidade dos fragmentos de DNA amplificados foi confirmada por sequenciamento.
O potencial dos genes como marcadores foi avaliado por andlises /in silico (deteccao e
comparacao de sequéncias de genes) e com base nos perfis de resisténcia fenotipica e genotipica
da populacdo de S. agalactiae avaliada in vitro no presente trabalho. Das 74 estirpes de S.
agalactiae analisadas, 39 (52,7%) foram consideradas resistentes a eritromicina. Os genes ermA
e ermC nao foram detectados /in vitro no genoma de nenhuma das cepas de S. agalactiae
analisadas. Os genes ermA, ermB e ermC foram detectados em silico em genomas de diferentes
espécies bacterianas depositados no NCBI, incluindo S. agalactiae e outros patdgenos de mastite
bovina. As anélises de comparacao de seqliéncias apresentaram alta similaridade (> 99%) para
os genes ermB e ermC, mesmo entre espécies taxonomicamente nao relacionadas, o que nao foi
observado para o gene ermA. Esses achados confirmam as indicacGes anteriores do gene ermB
como o marcador mais adequado para a resisténcia a eritromicina em S. agalactiae.

Palavras—-chave: Eritromicina, genes erm, mastite bovina, resisténcia a antibiético Streptococcus
agalactiae.

Phenotypic and Genotypic characterization of resistance to erythromycin in
Streptococcus agalactiae strains isolated from bovine milk samples in Minas
Gerais

Abstract: Streptococcus agalactiae is one of the bovine mastitis pathogens that most impairs
milk quality. Although the antibiotherapy is inevitable for the eradication of this bacterium from
the herds, it can lead to the emergence of resistant strains and leave antibiotics residues in milk.
The objectives of this study were to investigate the susceptibility profile and the presence of
genetic determinants of erythromycin resistance in S. agalactiae and evaluate the potential of
these genes as molecular markers of the resistance to this antibiotic. The susceptibility profile
were assessed by agar diffusion test and gene detection was performed by PCR. The amplicons
identity was confirmed by sequencing. The potential of the genes as markers was evaluated by
in silico analyses (detection and comparison of gene sequences) and based on phenotypic and
genotypic resistance profiles of the S. agalactiae population evaluated in vitro in the present



work. Of the 74 S. agalactiae strains analyzed, 39 (52.7%) were considered resistant to
erythromycin. The ermA and ermC genes were detected /n vitro in the genome of none of the S.
agalactiae strains analyzed. ermA, ermB, and ermC genes were detected /in silico in genomes of
different bacterial species deposited in NCBI, including S. agalactiae and other bovine mastitis
pathogens. Sequence comparison analyses showed high similarity (>99%) for the ermB and
ermC genes even among taxonomically unrelated species, what was not observed for the ermA
gene. These findings confirm previous indications of the ermB gene as the most suitable marker
for erythromycin resistance in S. agalactiae.

Keywords: antibiotic resistance, bovine mastitis, erm genes, erythromycin Streptococcus
agalactiae.

Introducao

Streptococcus agalactiae estd presente na maioria dos rebanhos bovinos leiteiros do
Brasil e € um dos patdgenos que mais contribui para o aumento da contagem de células
somaticas e contagem total de bactérias no leite, reduzindo sua qualidade (SEEGERS et al.,
2003). Embora inevitavel para a erradicacdo de S. agalactiae dos rebanhos, o uso de antibiéticos
pode levar a emergéncia de linhagens resistentes, sendo necessério entdo, que estes
medicamentos sejam usados de forma racional.

Um dos antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite bovina é a eritromicina, um
macrolideo que inibe a sintese proteica através da sua ligacao reversivel a subunidade ribossomal
50S. No Brasil, pouco se sabe sobre os perfis e os mecanismos moleculares de resisténcia a este
antimicrobiano em patégenos da mastite. Pinto et al. (2013) caracterizaram a resisténcia a
eritromicina em S. agalactiae de origem bovina, provenientes dos estados do Rio de Janeiro,
Santa Catarina e Sdo Paulo mostrando que houve um aumento da resisténcia a este antibiético
de 10,5% (entre 1987 e 1988) para 60% (entre 2003 e 2006).

Em Streptococcus spp. a resisténcia a eritromicina é mediada predominantemente por
metilases codificadas por genes erm, as quais modificam o sitio de ligacdo do antibiético nos
ribossomos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de susceptibilidade e investigar a
presenca de determinantes genéticos da resisténcia a eritromicina (ermA e ermC) em S.
agalactiae e avaliar o potencial dos genes ermA, ermB e ermC como marcadores moleculares de
resisténcia.

Material e Métodos

Foram utilizadas 74 linhagens de S. agalactiae e 7 de Staphylococcus spp. pertencentes
a Colecdao de Microrganismos de Interesse da Agroindulstria e Pecudria da Embrapa sediada na
Embrapa Gado de Leite. A extracao de DNA dos isolados foi realizada por protocolo que emprega
o fenol/cloroférmio. O perfil de susceptibilidade a eritromicina foi determinado por meio do
método de difusdo em agar Mueller Hinton (CLSI, 2013).

Primeiramente, os genes ermA e ermC foram pesquisados em linhagens de
Staphylococcus spp. multirresistentes visando identificar bactérias portadoras dos mesmos para
uso como controle positivo das reacdes. Para determinar as sequéncias de nucleotideos dos
fragmentos de DNA foi utilizada a técnica de terminacdo da cadeia. Em seguida amostras de
DNA das linhagens de S. agalactiae consideradas resistentes a eritromicina foram avaliadas por
meio de PCRs individuais quanto a presenca dos genes supracitados. As sequéncias dos primers
utilizados, as composicdes das reacdes e as condicoes de termociclagem para padronizacao das
reacOes foram realizadas conforme previamente descrito (LINA, et al. 1999).

Visando avaliar o potencial dos genes como marcadores moleculares da resisténcia a
eritromicina foram realizadas andlises in silico para deteccao de genomas portadores dos genes
ermA, ermB e ermC e feitos os isolamentos (também Jn silico) destes a partir dos genomas de
diferentes linhagens e espécies de patdégenos da mastite bovina utilizando a ferramenta “Pick
Primers” do Centro Nacional de Informacao Biotecnolégica (NCBI). Em seguida essas sequéncias
de nucleotideos foram comparadas entre si utilizando o software CLUSTALW visando avaliar o
grau de similaridade das mesmas entre as diferentes espécies. Finalmente, foram considerados os
perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia da populacado de S. agalactiae avaliada no presente
estudo.



Resultados e Discussao

Dentre as 74 linhagens de Streptococcus agalactiae analisadas no presente trabalho, 35
(47,3%) foram consideradas susceptiveis e 39 (52,7%) apresentaram resisténcia a eritromicina
no teste fenotipico realizado por antibiograma. Duarte et al. (2004) verificaram em um estudo
realizado no Brasil que 10,5% das linhagens de S. agalactiae isoladas bovinos eram resistentes a
eritromicina e Gao et al. (2012) relataram uma taxa de 23,5% de resisténcia em isolados de
rebanhos bovinos na China. Isso demonstra que o nivel de resisténcia a esse antimicrobiano nas
linhagens de S. agalactiae isoladas de rebanhos bovinos na regido da Zona da Mata Mineira
analisadas no presente estudo pode ser considerado elevado.

Foram identificadas trés linhagens de Staphylococcus spp. portadoras dos genes ermC
(CT141, CI8969 e CT225) e uma carreando o gene ermA (CI8970). Para todas as linhagens
supramencionadas foram obtidas amplificacoes especificas dos fragmentos de DNA de 421pb e
572pb correspondentes aos genes ermA e ermC, respectivamente (Figura 1). Andlises das
sequéncias de nucleotideos destes amplicons demonstraram 100% de identidade com genes
ermA e ermC depositados no NCBI. Estas linhagens foram utilizadas como controles positivos e
na otimizacao das PCRs nas andlises subsequentes.

Ndo foram observadas amplificacbes dos genes ermA e ermC para nenhuma das
linhagens de S. agalactiae analisadas, sugerindo que tais bactérias ndo carregam estes genes.
Considerando que todas as amostras de DNA usadas como controle positivo eram provenientes
do género Staphylococcus, foram realizadas andlises in silico para verificar o nivel de similaridade
desses genes entre as diferentes linhagens e espécies de patégenos da mastite bovina. As
sequéncias de nucleotideos dos genes ermA, ermB e ermC foram detectadas in silico nos
genomas de diferentes espécies bacterianas (S. agalactiae, Staphylococcus aureus, Enterococcus
spp, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus uberis, entre outros)
depositados no NCBI, utilizando os mesmos conjuntos de oligonucleotideos usados no presente
trabalho e outros descritos na literatura. As andlises de comparacao de sequéncias para o genes
ermB e ermC evidenciaram um elevado grau de similaridade (>90%) entre os genes detectados
mesmo quando obtidos de espécies pouco relacionadas do ponto de vista taxondmico.

Em um estudo prévio de nossa equipe foi verificada a presenca do gene ermB em todas
essas linhagens, o que provavelmente explica a resisténcia a eritromicina nestes isolados
(comunicacdo pessoal). Um resultado semelhante foi relatado por Dogan et al. (2005) estudando
S. agalactiae de bovinos em Nova York onde se constatou que 100% dos isolados resistentes
carregavam o gene ermB. O fato de nao se ter detectado o gene ermC no presente trabalho pode
ser explicado pela sua provavel auséncia no genoma das linhagens de S. agalactiae analisadas,
enquanto que para o gene ermA, sera necessario realizar novas buscas usando outros conjuntos
de oligonucleotideos para descartar a possibilidade da presenca do gene no genoma dessas
linhagens. Este resultado corrobora os dados da literatura de que a resisténcia a eritromicina
nesta bactéria € comumente mediada pelo gene ermB, o qual é muito disseminado entre
patégenos da mastite bovina, enquanto o gene ermC sé foi encontrado até o momento em
Staphylococcus spp.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de amplificacdo dos genes erm.
Marcador 100pb (1), controles negativos (2, 4 e 6), gene ermA - 421 pb (3), gene ermC - 572
pb (5) e gene ermB - 639 pb (7).



Conclusées
Das 74 linhagens de S. agalactiae analisadas, a maioria (52,7%) foi considerada
resistente a eritromicina. Os genes ermA e ermC nao foram detectados /in vitro em nenhuma das
linhagens. O gene ermB foi confirmado como o mais indicado para uso como marcador da
resisténcia a eritromicina em S. agalactiae.
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Resumo: A ingestdo inadequada de nutrientes é um problema atual e recorrente, com impactos
na economia de uma populacdo. O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de comparar a
relacdo do custo/beneficio energético-nutricional dos alimentos lacteos, para os consumidores
mineiros, com o de outros produtos da dieta mineira. Foram considerados 380 produtos
agrupados em 13 categorias de acordo com a composicao nutricional. Dois novos indicadores de
densidade nutricional foram definidos e empregados numa abordagem de localizacdo espacial e
célculo de distancias lineares, de forma a se obter um ranking de comparacao dos produtos. Os
grupos das verduras e das frutas ocuparam as primeiras posicdes no ranking por categoria,
enquanto os lacteos ocuparam a quinta posicdo, uma posicdo intermediaria. Contudo, alguns
lacteos se destacaram tanto no ranking individual por produto (leite desnatado, leite em poé
desnatado e leite semidesnatado), figurando entre o 12° e o 16° percentis, quanto nos rankings
particularizados por nutriente, de célcio e de vitamina D (leite integral e leite pasteurizado, nas
duas primeiras posicdes, em ambos os casos), e de proteina e de vitamina A.

Palavras—chave: densidade energética, densidade nutricional, distancia euclidiana, leite, preco

Comparison of the nutritional cost/benefit of dairy products with that of other
foods consumed in Minas Gerais, Brazil

Abstract: Inadequate nutrients intake is a current and recurring problem with impacts on the
economy of a population. The objective of the present work was to compare the cost/benefit
ratio of dairy foods, relative to the energy and nutritional intakes, for the consumers of Minas
Gerais, with the ones obtained for other products most consumed at this Brazilian state. A total
of 380 products were selected from the Pesquisa de Orcamento Familiar 2008-2009 survey and
grouped into 13 categories according to the nutritional composition. Two new indicators of
nutritional density were defined and employed in a comparative analysis approach involving
spatial localization and calculus of linear distances, in order to obtain a ranking of products.
Vegetables and fruits groups ranked first in the ranking by category, while dairy products ranked
fifth, figuring in an intermediate position. However, some dairy foods have stood out in the
individual product rankings (skim milk, powdered skim milk and semi-skim milk), ranking between
the 12th and 16th percentiles, as well as in calcium and vitamin D (whole milk and pasteurized
milk, the first two in both cases), and in protein and vitamin A specific rankings.

Keywords: energetic density, euclidean distance, milk, nutritional density, price



Introducao

A ingestao inadequada de nutrientes, seja pela subnutricdo ou pela sobrenutricdo, afeta
nao apenas a saude, mas também a economia de uma populacdo, uma vez que acarreta maiores
gastos com saude publica e queda da produtividade dos trabalhadores. E com o aumento no
preco dos alimentos basicos previsto para a préxima década (FAO/OECD, 2013), o consumidor
brasileiro - notadamente o de baixa renda - pode encontrar dificuldades para manter uma
ingestdao adequada de nutrientes, particularmente em momentos de crise econdmica como o
atualmente vivido. Por isso, os governos estdo dando mais atencdo a qualidade da dieta e a
escolha alimentar da populacdo, e torna-se oportuno realizar uma anélise comparativa do
custo/beneficio do aporte de nutrientes de diferentes alimentos da dieta padrao do brasileiro.

Sendo o leite um produto reconhecidamente rico em alguns nutrientes essenciais, e
também um produto tipico da dieta do consumidor mineiro, interessa fazer uma comparacédo do
valor pago, em MG, para ingestdao de determinados nutrientes através de produtos lacteos, frente
a outros produtos habitualmente consumidos no estado. Assim, o presente trabalho propoe-se a
fazer uma anélise do custo/beneficio energético-nutricional dos lacteos, comparando-o ao de
outros alimentos tradicionais da dieta mineira, com vistas a identificar os produtos
simultaneamente mais nutritivos e acessiveis ao consumidor mineiro.

Para atingir este propdsito, adotou-se a linha de raciocinio de Drewnowski (2005), que
propde a comparacdo de alimentos através de um score de densidade nutricional, definido em
termos da composicado nutricional e da densidade energética (kcal/g) de cada alimento, e da
ingestdo diadria recomendada (IDR) para cada nutriente. A partir de um subscore para nutrientes a
serem incentivados e outro para nutrientes a limitar, que sdo os componentes do score de
densidade nutricional, e motivados pela incitacdo de Drewnowski (2009) quanto a possibilidade
de novas formas de utilizd-los, propomos neste trabalho a utilizacdo de novos indicadores, aos
quais denominamos riqueza nutricional (RIQ) e diversidade nutricional (DIV).

Material e Métodos

Foram utilizados os dados de 380 produtos constantes das tabelas de composicdo
nutricional da Pesquisa de Orgcamento Familiar (POF) 2008-2009 do IBGE (IBGE, 2011),
agrupados em 13 categorias de acordo com a composicao nutricional. Os precos dos alimentos
por porcao de 100 g foram coletados em dois periodos diferentes do ano para minimizar os
efeitos de sazonalidade e inflacao.

O célculo do score de densidade nutricional foi baseado no estudo de Drewnowski
(2009), considerando oito nutrientes cujo consumo deve ser incentivado (teores de proteina,
fibras, célcio e ferro, e das vitaminas A, C, D e E) e dois nutrientes a serem limitados (sédio e
acucar adicionado). A selecdo dos nutrientes foi baseada na definicdo de alimento saudavel da
agéncia norte-americana Food and Drug Administration (FDA) e nas estatisticas de deficiéncias
nutricionais da populacao brasileira.

O score de densidade nutricional (Nutrient Rich Food — NRFg,) é definido pela simples

subtracao NRFg, = NR8 — LIMZ2, onde 0s subscores
NR8 = Y2 | Nut_inc;/(8XIDR;)x(100/dens_energ) e
LIM2 = ]-2=1 Nut_lim;/(2xIDR;)X(100/dens_energ) sdo as médias de composicdo nutricional — em

relacdo a IDR - dos nutrientes que devem ser incentivados e dos que devem ser limitados,
respectivamente; IDR; representa a quantia equivalente a 30% da IDR para o /-ésimo nutriente;
Nut_inc; e Nut_lim; referem-se as quantidades do /-ésimo nutriente a ser incentivado e do j-ésimo
nutriente a ser limitado, em 100 g de alimento; e dens _energ é a densidade energética (kcal)
contida também em 100 g do produto.

Com base no plano cartesiano formado por NR8 Xx LIM2 (abcissas X ordenadas,
respectivamente), os novos indicadores de densidade nutricional propostos neste trabalho foram
definidos como sendo os novos eixos-coordenados obtidos a partir de uma rotacdo de -45°
desse sistema. Empregando conceitos basicos de geometria analitica, obtivemos x' = RIQ =
V2/2 (NR8 — LIM2) e y’ = DIV = v2/2 (NR8 + LIM2).

Considerando agora os trés indicadores — RIQ, DIV e preco — como eixos de um sistema
de eixos-coordenados, formando um espaco cartesiano tridimensional, os dados dos alimentos
foram utilizados para localiza-los neste espaco, e foi estabelecido o ponto (RIQ méaxima, DIV
maxima e preco minimo) como um ponto referencial tedérico desejdvel, onde um alimento



hipotético nele situado teria a maxima riqueza e maxima diversidade nutricional, e custo em torno
de zero.

A partir disso, foi criado um ranking para a comparacado dos produtos, através do célculo
das distancias lineares (distancia euclidiana) entre o ponto de localizacdo de cada produto e o
ponto referencial, de forma que os alimentos mais préoximos do ponto referencial, ou seja, com as
menores distancias euclidianas com relacao a este ponto, fossem os mais bem classificados no
ranking.

Resultados e Discussao
A Tabela 1 apresenta o resultado do ranking por categoria de produtos.

Tabela 1. Ranking por categoria.

Dist. méd. ao

Categoria Riquez’a'nutr. Diversid’aQe Prfag'o ponto de ref. Pos.
média nutr. média médio ideal

;’:rrif'/‘_‘sras' hortalicas e 0,27 0,41 R$ 2,78 8,13 1
Frutas e derivados 0,22 0,22 R$ 1,16 8,46 2
Pescados e frutos do mar 0,09 0,20 R$ 4,29 8,58 3
Leguminosas e derivados 0,05 0,12 R$ 3,87 8,94 4
Leite e derivados 0,02 0,15 R$ 3,37 8,98 5
Ovos e derivados 0,06 0,12 R$ 5,49 9,04 6
Carnes e derivados 0,01 0,21 R$ 2,38 9,12 7
Bebidas 0,02 0,17 R$ 1,52 9,12 8
Outros alimentos -0,12 0,29 R$ 2,74 9,15 9
Diet e light -0,01 0,15 R$ 4,38 9,15 10
Cereais e derivados -0,03 0,12 R$ 1,81 9,22 11
Nozes e sementes 0,02 0,15 R$ 3,37 9,29 12
Produtos acucarados -0,03 0,08 R$ 4,82 9,41 13

Verduras e frutas ocuparam as primeiras posicoes, pelo fato de possuirem, em média,
alta riqueza e alta diversidade nutricional, a um custo médio relativamente baixo. Os lacteos
ocuparam a quinta posicao, logo apés o grupo dos peixes e praticamente empatados com as
leguminosas e com os ovos, resultado similar ao encontrado por Drewnowski (2010). Entretanto,
se em termos médios, por categoria de alimento, o grupo dos lacteos ocupou uma posicéo
intermediaria, no ranking individual por produto alguns lacteos ocuparam posicdo de destaque,
como o leite desnatado, o leite em p6 desnatado e o leite semidesnatado, que ocuparam a 472,
497 e b59? posicdes, respectivamente, dentre os 380 produtos comparados, situando-se,
portanto, entre o 12° e o 16° percentil.

Os lacteos também se destacaram individualmente nos rankings particularizados por
nutriente, nos quais o leite integral e o leite pasteurizado despontaram como as fontes mais
baratas para a obtencdo da quantia equivalente a 30% da IDR de célcio e de vitamina D. Estes
dois produtos, juntamente com os leites desnatado, semidesnatado, em pd integral e em pé
desnatado, integraram as listas dos 10 produtos com melhor relacdo de custo/beneficio para
ingestao de célcio, e a lista dos sete melhores economicamente para obtencdo de vitamina D.
Verificou-se ainda que alguns produtos lacteos sdo fontes baratas de proteina e de vitamina A.

Conclusdes
Em virtude da elevada densidade nutricional, da baixa densidade energética e do custo médio
relativamente baixo, as verduras e as frutas apresentaram o melhor custo/beneficio energético-
nutricional dentre os alimentos avaliados neste estudo. No ranking por categoria de alimento, os
lacteos ocuparam o 5° lugar, uma posicao intermediaria. Contudo, alguns lacteos se destacaram
no ranking geral por produto (leite desnatado, leite em p6 desnatado e leite semidesnatado) e nos
rankings particularizados por nutriente — especificamente o do célcio e o da vitamina D - nos



quais o leite integral e o leite pasteurizado despontaram como as fontes mais baratas para a
obtencao de 30% da IDR. Verificou-se ainda que alguns produtos lacteos sdo fontes baratas de
proteina e de vitamina A. Resultados como estes servem como orientadores aos consumidores
mineiros na escolha por alimentos com melhor aporte nutricional por conteddo energético, com
menor dispéndio financeiro.
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Resumo: O figado é responséavel pela regulacdo do metabolismo animal e producao de proteinas
do sistema imune, sendo o estudo de suas vias essencial para o entedimento de processos como
sinalizacao intracelular e andlise de rotas metabdlicas. Para tal, foi desenvolvida uma metodologia
de isolamento e cultivo primario de hepatdcitos bovinos in vitro. Hepatdcitos foram isolados de
figado bovino pelo método enzimatico sem perfusdo com colagenase tipo IIl. O método de
exclusédo por Azul de Trypan foi usado para determinar o rendimento total de células e a taxa de
sobrevivéncia dos hepatdécitos cultivados na auséncia de matriz, em placas recobertas com
coldgeno ou gelatina. RNA foi extraido das células isoladas, quantificado com Nanodrop e a
qualidade foi analisada através do Bioanalyzer. Os resultados apontaram um rendimento de cerca
de 1,7x10° células vidveis/g de figado onde hepatdcitos bovinos apresentaram maior integridade
morfolégica quando cultivados em monocamada de gelatina , com uma média de viabilidade de
52,5%. A quantidade e integridade do RNA também foram superiores nesta configuracdo de
matriz. O estabelecimento de um protocolo de cultivo de hepatécitos bovinos serd uma
ferramenta Gtil para estudos de metabolizacdo de drogas, imunomodulacdo e sinalizacdo
intracelular impactando sobre a agilidade em testes e obtencdo de novos fdrmacos para o campo
veterinario.

Palavras—chave: cultivo celular, hepatdcito, isolamento celular.

Development of a novel methodology for bovine hepatocyte culture in vitro for
molecular and biochemical studies

Abstract: The liver is responsible for the regulation of animal metabolism and production of
immune system proteins, so studying its signaling pathways is vital for the understanding of
metabolic routes. In order to develop a methodology for metabolic pathways analysis, the
isolation and primary hepatocyte culture was studied. Hepatocytes were isolated from a bovine
liver using the non-perfusion enzymatic digestion method with collagenase type Il. The trypan
blue exclusion method was used to determine total cell number and the survival rate of
hepatocytes. RNA was extracted from the isolated cells, quantified with Nanodrop
spectrophotometer and quality was assessed on Bioanalyzer. Results showed that the gelatin
monolayer presented higher cell viability, with an average hepatocyte viability of 52,5 % and
1,7x10°% viable cells/g of liver. RNA quantification and integrity were also higher with the gelatin
monolayer configuration, making it the most adequate matrix for hepatocyte culture. Therefore
this is a simplified procedure for the isolation and culture of functional and viable hepatocytes
may be applied for in vitro studies in veterinary field.

Keywords: cell culture, hepatocyte, cell isolation, viability

Introducao
O figado é um orgao essencial para regulacdao do metabolismo (ZHANG; LI et al., 2012)
sendo a principal fonte de fatores de complemento e proteinas de fase aguda em mamiferos



(MOSHAGE, 1997). O isolamento e cultivo de hepatécitos sdo amplamente usados para avaliar a
farmacocinética de drogas, sinalizacado intracelular, citotoxicidade, transporte e metabolismo de
lipidios, regulacao hormonal e imunidade inata em estudos in vitro em modelo murino e humanos.
No entanto, para a espécie bovina, é necessario o estabelecimento de metodologias que atendam
os pré-requisitos de viabilidade, integridade morfolégica e molecular para que esses estudos
possam ser conduzidos com maior reprodutibilidade. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho é
estabelecer uma metodologia para o isolamento e cultivo de hepatécitos bovinos com alta
viabilidade e condicdes adequadas para estudos de biologia molecular e metabolismo celular
aplicado ao desenvolvimento de novos fdrmacos na area agropecudria.

Material e Métodos

Isolamento e cultivo dos hepatocitos: O lobo caudal foi excisado do figado bovino em abatedouro
local (Fripai, Juiz de Fora — MG) e armazenado em gelo até o regresso a Embrapa Gado de Leite
(Juiz de Fora - MG). Para o isolamento de hepatécitos, foram utilizadas aproximadamente 15
gramas de tecido que foi fragmentado com uma tesoura em solucdo de tampao fosfato salino
(PBS; Amresco, Cleveland, Ohio, EUA) e incubados com uma solucdo de colagenase 0,05%
(Worthington Industries, OH, EUA), a 37° por 15 minutos. Apds incubacdo a colagenase foi
inativada com soro fetal bovino (SFB 10%), as células filtradas com auxilio de um cel// strainer de
70 um (Corning, New York, USA) e centrifugadas a 50 g por 5 minutos a 20 °C com posterior
descarte do sobrenadante. As células foram submetidas a um gradiente de Percoll (densidade
1,124 g/MI; GE Health Care, Little Chalfont, UK). O pellet formado foi ressuspendido em 12,5
mL de PBS 1x, transferido para um tubo contendo e 1,2 de DMEM (4,5 g/L glicose;
ThermoFisher, MA, EUA) e centrifugado a 500 g por 15 min. O anel de hepatdcitos foi lavado em
30 mL de meio HBSS+SFB 10% e as células ressuspendidas em meio DMEM/F12 +SFB 10%
para andlise do rendimento e viabilidade por Azul de Tripan 0,85% (Casa da Quimica, Brasilia,
Distrito Federal, Brasil) em Camara de Neubauer com auxilio de microscépio invertido. Foram
plaqueadas 2,5x10° células por poco em 05 configuracdes de matriz: monocamada de gelatina
2%, monocamada de coldgeno 300 ug/mL, sanduiche de gelatina 2%, sanduiche de colageno
300 ug/mL e sem matriz. Para preparo da matriz em sanduiche, as células ndo aderentes foram
retiradas ap6s 24h de cultivo e depois a segunda camada foi adicionada. Os hepatécitos foram
mantidos por 7 dias a 37 °C em estufa com umidade controlada e 5% de CO, sendo feitas 3
trocas de meio ao longo deste periodo. As analises estatisticas foram feitas usando 7-way
ANOVA, no Prism 6 (GraphPad Software Inc, NC, EUA).

Extracdo do RNA: A extracdo do RNA foi realizada com a metodologia do TRIzol™ (Invitrogen, CA
EUA). Basicamento, o meio de cultura foi retirado e 300 puL deTRIlzol foram adicionados a cada
poco. O lisado foi centrifugado e a fase clara adicionou-se 60 puL de cloroférmio, seguido por
incubacéao e centrifugacao (12.000 g por 5min). Foram adicionados 2 pL de glicogénio e 150 puL
de isopropanol a fase aquosa obtida, que foi entdo incubada e centrifugada. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 300 pL de etanol 75%, centrifugado e deixado para
secar por 15 minutos. Por fim, o pellet foi suspenso em 20 uL de d4gua RNAse free e incubado
em banho maria a 55 °C por 10min. O RNA extraido foi quantificado no Nanodrop 1000
(ThermoFisher, MA, EUA) e a qualidade foi analisada com o uso do equipamento de eletroforese
capilar Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, CA, EUA), que calcula a integridade através de
um algoritmo (RIN) e o classifica numa esclca de 1 a 10, onde 1 correponde @ RNA muito
degradado e 10 altamente integro.

Resultados e Discussao

A viabilidade celular avaliada pela colaragcdo com Azul de Trypan demonstrou maior
eficiéncia com a dupla camada de coldgeno (sanduiche) e a monocamada de gelatina (Figura 1).
O total de células vidveis com a monocamada chegou a 1,7x10° células/g de figado, com uma
média de 52,2% de viabilidade. A quantificacdo de RNA e qualidade também foram maiores no
cultivo com monocamada de gelatina (Figura 2). Apesar da proximidade do RNA /ntegrity Number
(RIN) médio entre as amostras de cultivo de monocamada de gelatina e sem ECM, nota-se maior
degradacdo na amostra sem matriz (Figura 2, destacado em vermelho).
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Figura 1. Viabilidade de hepatécitos bovinos isolados e cultivados in vitro com cinco
configuracoes diferentes de matriz apés 24h de cultivo. No eixo y: Viabilidade de hepatdcitos
calculada pela divisao do nimero de células vidveis pelo nimero total de hepatdcitos contados na
camara de Neubauer. No eixo x: configuracdes de matriz utilizadas. *T-test, p < 0,05.

Monocamada Sanduiche
Sem ECM X
[s] gelatina gelatina

)

A

Ladder

151,6 3074 97,3 2599 [260,0 147,4 2281 2847 |687,3 2808 7,57 223,36

|RIN 840 840 810 8,60
médio

740 820 780 10 ‘1,0 1,90 1.0 2,10|

Figura 2. Integridade do RNA extraido de hepatécitos bovinos. Gel capilar de amostras
cultivadas: sem ECM (linhas 1 a 4), com monocamada de gelatina (linhas 5 a 8) e sanduiche de
gelatina (linhas 9 a 12). Em destaque, bandas das subunidades de rRNA 28S (seta verde), 18S
(seta laranja) e bandas de degradacdo do RNA (box vermelho). A quantificacdo e RIN calculado
para cada amostra também estéd apresentado no extremo inferior da figura.

Conclusdes
Foi estabelecido um protocolo de cultivo de hepatécitos bovinos com alta viabilidade e qualidade
de material genético para estudos de metabolizacdo de drogas, imunomodulacdo e sinalizacéo
intracelular de bovinos in vitro.
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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar as tendéncias fenotipicas, genéticas e de endogamia
no Nucleo MOET de selecdo da raca Guzerd. Para tanto, foram obtidas informacdes da base de
dados do Programa Nacional de Melhoramento do Guzerd para Leite. Os dados consistiram das
producdes de leite e sélidos em 305 dias de lactacao, das estimativas de DEP dos animais para
essas caracteristicas, bem como de seu coeficiente de endogamia. Para esses dados, foram
calculadas as médias anuais no periodo de 1993 a 2013, usando os procedimentos disponiveis
no pacote SAS® (SAS, 2012). Para obtencdo das tendéncias, as médias foram regredidas no ano
de nascimento dos animais, usando o pacote Excel. A tendéncia anual das médias de endogamia
revelou o incremento anual de 0,05%. Este valor foi considerado baixo, e decorrente do
planejamento de acasalamentos e da formacdo de familias de origem geneticamente distantes.
Foram observadas tendéncias positivas das médias fenotipicas (+22 kg/ano) e genéticas (+12
kg/ano), atribuidas ao ganho genético pelo esquema de selecdo no nucleo MOET. Pode-se
concluir que o Nucleo MOET foi eficiente em contribuir para o progresso genético da raca Guzera
para leite, sem impactar expressivamente o coeficiente médio de endogamia e, por conseguinte,
a variabilidade genética.

Palavras—chave: DEP, Endogamia, Producéo de Leite, Selecao
Phenotypic and genetic evolution in the MOET Nucleus of Guzera breed

Abstract: The objective of this study was to evaluate the phenotypic, genetic and endogamy
trends in the MOET Nucleus of selection in the Guzera breed. For this purpose, information was
obtained from the National Program for the Improvement of Guzerd for Milk Purpose database.
The data consisted of the milk and solids production in 305 days of lactation, the estimates of
DEP of animals for both traits, as well as their coefficient of inbreeding. For this information, the
annual averages were calculated from 1993 to 2013, using the procedures available in the SAS®
package (SAS, 2012). To obtain the trends, the means were regressed in the year of birth of the
animals, using the Excel package. The annual trend of inbreeding averages revealed an annual
increase of 0.05%. This value was considered low and due to the both mating planning and
formation of genetically distant families. Positive trends of the phenotypic means (+ 22 kg/year)
and genetic (+ 12 kg/year), attributed to the genetic gain by the selection scheme in the MOET
nucleus were observed. It can be concluded that the MOET Nucleus was efficient in contributing
to the genetic progress of the Guzerd breed for milk, without significant impact on the average
inbreeding coefficient and, therefore, genetic variability.

Keywords: PTA, Inbreeding, Milk Production, Selection

Introducao
O Programa Nacional de Melhoramento do Guzerd para Leite (PNMGuL) se baseia na
integracao de modernas ferramentas do melhoramento animal com o intuito de imprimir rapidez e

confiabilidade a selegcdo. A partir do teste de progénie e do esquema de Nidcleo MOET (multipla
ovulacdo e transferéncia de embrido), o programa gera informacdes usadas nas avaliacdes



genéticas da raca para caracteristicas de importancia a producdo de leite. O teste de progénie
consiste da afericdo do desempenho produtivo das filhas de touros em diferentes rebanhos,
produzidos por acasalamentos aleatérios. Este, é mais preciso, porém, mais lento (PEIXOTO et
al., 2006). O Nucleo MOET multiplica os animais de maior potencial genético pela multipla
ovulacdo seguida de transferéncia de embrides e se caracteriza por sua rapidez na identificacao
de animais geneticamente superiores e sua alta intensidade de selecao (BRUNELI et al., 2017).
Proposto por Nicholas & Smith (1983), o esquema de Nucleo MOET tem como uma de suas
principais vantagens o levantamento genético inicial para identificacdo da superioridade genética
dos pais e o intervalo reduzido de geracdes, uma vez que os touros sao avaliados precocemente.
Este esquema permite um aumento da taxa de progresso genético, embora haja risco de aumento
do coeficiente de endogamia, com prejuizos a sobrevivéncia, fertilidade e producao, uma vez que
o nucleo é formado por uma pequena amostra da populacdo e o esquema favorece a selecao de
familia. Normalmente, metade do tempo requerido na avaliacdo pela progénie é requerido pelo
Nidcleo MOET (PENNA et al., 1998). Considerando os beneficios deste esquema, o primeiro
nticleo MOET de selecao, foi criado no Brasil em 1994 para o gado Guzerad, com o objetivo
principal de acelerar o progresso genético nos rebanhos da raca (PEIXOTO et al., 2006).
Decorridos quase 25 anos da implantacdo do Nucleo MOET, o presente estudo tem como
objetivo avaliar a eficiéncia do Nucleo MOET de Selecao na Raca Guzerd (BRUNELI et al., 2017).

MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados foram provenientes de 174 familias com 967 irmaos completos
geradas no periodo de 1993 a 2013 no nucleo MOET, sendo 503 machos e 464 fémeas, das
quais 373 tiveram sua primeira lactacdo em condicOes padronizadas e realistas, ou seja, a pasto
com baixo uso insumos. A média de irmaos completos por familia foi igual a 6 + 3 (2-18). Os
coeficientes de endogamia foi calculado no programa ENDOG (GUTIERREZ et al., 2005). As
médias anuais de producdo de leite e de soélidos, e dos coeficientes de endogamia e de
parentesco foram obtidas usando os procedimentos disponiveis no pacote computacional SAS®
(SAS, 2012) Da mesma forma, foram obtidas as médias das DEPs dos animais do MOET,
estimadas nas avaliagcGes genéticas realizadas anualmente pelo PNMGuL (BRUNELI et al., 2017).
As estimativas sdo obtidas da solucdo das equacdes dos modelos mistos, incluindo a matriz de
parentesco, que permite a obtencdo dos melhores preditores lineares nao-viesados (BLUP)
usando o algoritmo MTDFReML (BOLDMAN et al., 1995). Foram incluidos dados de lactacdes de
primeira a quinta ordem, sendo que lactacdes de segunda a quinta ordem sé foram incluidas se a
vaca tinha a primeira lactacédo aferida. Estes dados foram provenientes de 114 rebanhos puros e
mesticos, participantes do teste de progénie e do PMGZ/ABCZ, e do rebanho do Nucleo MOET.
As curvas de tendéncia foram obtidas pela regressdo dos valores médios no ano de nascimento
dos animais, usando o pacote Microsoft Excel.

Resultados e Discussao

A média do coeficiente de endogamia no nicleo foi 0,006 + 0,015 no periodo estudado.
Este valor estd abaixo do observado (0,009) por Peixoto et al. (2010), revelando valores
aceitdveis para este parametro, ou seja, pouco prejudiciais ao desempenho do rebanho. As
producdes médias de leite e de sélidos em 305 dias foram, respectivamente, 2359 + 754 (382 -
5173) e 208,3 £+ 161,3 (31,5 - 566,7). As médias destas caracteristicas obtidas da base de
dados do PNMGuL no dltimo ano foram, respectivamente, 2276 + 1163 kg e 243 + 111 kg
(BRUNELI et al., 2017). As médias de producbes de leite e de sélidos das vacas do Nucleo
diferiram significativamente (P<0,05) das médias gerais dos rebanhos participantes do PNMGuL.
A diferenca observada entre as médias de producao de leite pode ser devida a fatores ambientais
e genéticos. Do ponto de vista genético, pode ser devida ao fato de que, para integrar o Nucleo,
sdo selecionados, majoritariamente, animais geneticamente superiores. J& a menor média de
sélidos para as vacas do Nucleo pode ser atribuida a selecdo com foco na producdo de leite e a
correlacdo genética entre producdo de leite e de sélidos nao ser igual a um. A resposta
correlacionada na producao de sélidos, portanto, ndo ocorreu na mesma intensidade. Observa-se
a existéncia de flutuagcdo anual no coeficiente médio de endogamia, revelando que a pratica de
endogamia ocorre no rebanho do Nucleo, apesar do esforco em se planejar os acasalamentos
buscando minimizar a endogamia. Os decréscimos observados, porém, sugerem que apés
acasalamentos endogamicos busca-se prontamente evita-los, além da pratica de incluir no Nicleo



animais de origem distinta e até mesmo sem conhecimento de seu potencial produtivo ou
genético para caracteristicas de interesse. Desta forma, concorre-se para manutencao da
variabilidade genética. Foi verificada tendéncia de incremento anual (0,05%) das médias de
coeficiente de endogamia (Figura 1). Valor, este, considerado baixo, mas que requer, porém,
monitoramento continuo.
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Figura 1. Evolucdo do coeficiente médio de endogamia de
animais gerados no Nucleo MOET de selecdo na raca Guzera.
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Figura 2. Tendéncia fenotipica da producao de Figura 3. Tendéncia genética de DEP leite e
leite e de sdélidos de animais gerados no DEP sdélidos de animais gerados no Nucleo
Nudcleo MOET de selecao da raca Guzera. MOET de selecao da raca Guzera.

A tendéncia fenotipica para producéo de leite foi +22 kg/ano e para sélidos -0,8kg/ano
(Figura 2). A mudanca nas médias anuais de producdo de leite pode decorrer de fatores
ambientes e genéticos. No caso do Nucleo, como o ambiente é padronizado, a maior parte da
mudanca foi, provavelmente, devida ao fator genético, pela selecdo baseada no mérito produtivo
para leite dos pais a comporem as familias. A tendéncia para producdo de sélidos pode ser
considerada praticamente nula, uma vez que esta caracteristica ndo é alvo de selecdo e a
correlacdo genética entre as producdes de sélidos e leite ndo é perfeita. As médias de DEP para
producao de leite e de sélidos oscilaram ano a ano (Figura 3). Verificou-se, porém, tendéncia
genética positiva nas médias de DEP destas caracteristicas, sendo 12 kg leite/ano (0,6% da
média) e 1,2kg sélidos/ano (0,4% da média). Este resultado explica, portanto, grande parte da
mudanca nas médias fenotipicas da producao de leite no rebanho do Nucleo. Peixoto et al.
(2006), em estudo com os dados do nucleo MOET encontrou tendéncia genética de 36,46
kg/ano. Este valor estd acima do verificado neste estudo. O resultado dos autores, porém,
abrange periodo mais curto e inclui, praticamente, o salto genético inicial, ou seja, o periodo de
maior pressdo na escolha dos animais ao inicio do Nucleo quanto a superioridade produtiva e
genética.



Conclusdes
O estudo revelou que o esquema de selecao do Ndcleo de MOET foi eficiente em produzir
animais de mérito genético elevado, ainda que aquém do possivel, para o melhoramento da
producao de leite dos rebanhos da raca Guzera, sem, no entanto, acarretar aumento expressivo
no coeficiente de endogamia.
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Resumo: Em parceria com a Embrapa Gado de Leite, a Associacdo Brasileira dos Criadores de
Girolando (Girolando) criou o Teste de Progénie em 1997 com o objetivo de orientar a selecado de
animais geneticamente superiores. Além da avaliacdo genética para producao de leite e idade ao
primeiro parto, sdo divulgados anualmente no Sumario de Touros, os genétipos de touros para
genes associados a caracteristicas de producao e também para doencas hereditarias. Assim esse
trabalho teve como objetivo a genotipagem de 90 touros integrantes do Teste de Progénie da
Raca Girolando para as trés principais doencas hereditarias presentes em bovinos: Deficiéncia da
Adesao Leucocitaria Bovina (BLAD), Deficiéncia da Uridina Monofosfato Sintase (DUMPS) e
Complexo de Méa Formacao Vertebral (CVM). O presente estudo foi realizado utilizando métodos
de PCR, aplicados em amostras de DNA extraidas com protocolo de extracdao de DNA Fenol -
Cloroférmio - Alcool isoamilico. Foi identificado a presenca de apenas dois animais portadores do
alelo de CVM e nenhum portador dos alelos causadores das demais doencas.

Palavras-chave: Doencas genéticas. PCR. Teste de progénie.

Identification of carriers of recessive alleles for three hereditary diseases: CVM,
BLAD and DUMPS in bulls of breed Girolando

Abstract: In partnership with Embrapa Gado de Leite, the Associacao Brasileira dos Criadores de
Girolando (Girolando) created the Progeny Test in 1997 with the objective of guiding the
selection of genetically superior animals. In addition to the genetic evaluation for milk production
and age at first calving, the genotypes of bulls have published in the Sire Summary for genes
associated with production characteristics and for hereditary diseases. The objective of this work
was the genotyping of 90 bulls belonging to the Girolando Progeny Test for the three main
hereditary diseases present in bovine: Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency (BLAD), Uridine
Monophosphate Synthase Deficiency (DUMPS) and Bad Complex Vertebral Formation (CVM).
The present study was performed using PCR methods, applied in DNA samples extracted with
protocol extraction of DNA Phenol - Chloroform - Isoamyl alcohol. It was identified the presence
of only two animals carrying the CVM allele and no carriers of the alleles causing the other
diseases.

Introducao
A Girolando (Associacdo Brasileira dos Criadores de Girolando) em parceria com a
Embrapa Gado de Leite implantou o Teste de Progénie com o objetivo de identificar animais



superiores produtivamente, e orientar a multiplicacdo genética desses animais (BRASIL, S.D.;
CEMBRANELLI, S.D.). Anualmente sao divulgados os resultados de avaliacdo genética de vacas e
touros para caracteristicas de producdo, utilizando metodologia tradicional. As informacdes
genotipicas, obtidas por técnicas moleculares, comecaram divulgadas a partir de 2008.

Com o desenvolvimento e popularizacdo das metodologias moleculares, a genotipagem dos
animais tornou-se comum entre os criadores de bovinos. Hoje ha varios testes disponiveis no
mercado, como para genes de importdncia econdmica, como proteinas do leite e para a
identificacdo de animais portadores para alelos associados a doencas genéticas. Assim o0s
criadores, de posse dessa informacdo podem planejar os cruzamentos em seus rebanhos e,
assim, escolher os animais a serem acasalados para dar origem a uma nova geracao de animais
superiores (GIROLANDO, 2017).

Assim, o objetivo desse trabalho foi identificar a presenca de animais portadores de alelos
das trés principais doencas hereditarias autossémicas recessivas em bovinos: Deficiéncia da
Uridina Monofosfato Sintase (DUMPS), o Complexo de M& Formacao Vertebral (CVM) e a
Deficiéncia de Adesdo Leucocitaria Bovina (BLAD) em uma amostra de touros da Raca Girolando
participantes do teste de progénie.

DUMPS é uma doenca autossdmica recessiva causada por uma mutacdo no cédon 405
do gene UMP, que codifica a uridina monofosfato sintetase. Esta mutacdo gera uma total
deficiéncia dessa molécula, que é responsavel pela modificacdo do &cido orético para uridina
(THOMSEN et al., 2006). CVM é caracterizada por ter, na maioria dos casos, os doentes
abortados, pois sdo afetados ainda em desenvolvimento fetal. E uma mutagdo pontual no
nucleotideo 559 do gene SLC35A3 em bovinos, este gene é responsavel pela producdo da
proteina transportadora de UDP-N-acetilglicosamina, que é de grande importadncia no controle de
mecanismos da formacdo das vértebras (SCHWENGER et al.,1993). Descrita em 1983 como
uma doenca autoss6mica recessiva em animais da raca Holandesa, BLAD é causada por mutacéao
que se encontra no gene CD18, que codifica a subunidade proteica 2 que integra o complexo
maior glicoproteico leucocitario, essa mutacao gera uma expressdo reduzida do complexo
glicoproteico leucocitario, resultando na nao realizacdo da migracdo e fagocitose nos locais de
infeccOes bacterianas caso elas ocorram, jd que os leucécitos em individuos com duplos alelos
recessivos para BLAD ndo aderem as paredes dos vasos sanguineos (HAGEMOSER et al., 1986;
SHUSTER, 1992).

Material e Métodos

Nesse trabalho foi realizada a genotipagem de touros da raca Girolando em amostras de
90 animais, das quais 80 foram testadas para BLAD, 82 para CVM e 79 para DUMPS. Os
procedimentos foram realizados no Laboratdrio de Genética Molecular Dr. Mério Luiz Martinez,
gue se encontra na sede da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG. As amostras de sangue
e sémen tiveram o DNA extraido a partir do protocolo de Extracdao de DNA Fenol - Cloroférmio -
Alcool isoamilico (SAMBROOK et al., 2001).

Para o PCR de CVM foram utilizados os primers descritos em Ghanem et al., 2008, para
a amplificacdo dos alelos relacionados a doenca BLAD foi usado os primers descritos em Shuster
et al., 1992 e para DUMPS os primers descritos em Schwenger et al., 1993.

Foi usada para a digestdo enzimatica de BLAD a enzima de restricao HAE Il (5 U)
(SHUSTER et al., 1992) e na digestdo enzimatica de DUMPS foi usada a enzima de restricao
AVA | (3U) (SCHWENGER et al., 1993). Os genétipos determinados e o tamanho dos fragmentos
visualizados nos géis sao descritos na Tabela 1.



Tabela 1. Tamanhos de fragmentos para a determinacdo de gendtipos para doencas
autossOmicas recessivas CVM, DUMPS e BLAD.

Doenca Genaétipos Tamanho dos fragmentos (pb)
TV (nao portador) - 395
CVM CV (portador) 395 395
CVM (doente) 395 -
TD (nao portador) - 53 36
DUMPS DP (portador) 89 53 36
DUMPS (doente) 89 - -
TL (nao portador) 49
BLAD BL (portador) 49 30 19
BLAD (doente) 30 19

Resultados e Discussao

Foi constada auséncia de animais portadores de DUMPS, de 82 animais selecionados
para genotipagem de CVM apenas dois deles possuem o alelo para a doenca e nenhum dos 80
animais selecionados para genotipagem possuem o alelo causador de BLAD (Tabela 2). Em
estudo feito por Mendonca et al. (2015) foram encontrados 17 animais (vacas e touros
Girolando) que possuem o alelo mutante para CVM e destes 4 eram touros, porém em 259
touros testados para DUMPS e BLAD nenhum apresentou alguma das mutacbées. Em outro
trabalho realizado com animais indianos da raca holandesa também nado houve nenhum portador
da mutacdo UMPS (PATEL, 2006). Rezaee (2009) nao identificou em nenhum dos touros
testados em seu trabalho com animais iranianos da raca holandesa os alelos mutantes para as
doencas.

Paiva (2013) encontrou apenas um touro e cinco vacas heterozigotos para a doenca CVM
em um estudo feito com 777 animais da raca Girolando, e vale ressaltar que trés dessas vacas
eram filhas do touro portador encontrado no estudo.

Tabela 2.Gend6tipos e nimeros de animais encontrados para cada um deles.

Doenca Genes Genétipo N° Animais
. TV 80
CVM SLC35A3
Ccv 2
TL 80
BLAD Ccbh182
BL 0]
DUMPS UMPS’ D 79
DP 0

'Genétipos para o gene SLC35A3: TV = animal homozigoto, ndo portador do alelo para CVM;
CV = animal heterozigoto, portador do alelo para CVM. ‘Genétipos para o gene CD18: TL =
animal homozigoto, ndo portador do alelo para BLAD; BL = animal heterozigoto, portador do
alelo para BLAD. ‘Genétipos para o gene UMPS: TD = animal homozigoto; ndo portador do alelo
para DUMPS; DP = animal heterozigoto, portador do alelo para DUMPS.

Conclusodes
O objetivo de identificar animais da raca Girolando que fossem portadores de alelos
causadores de trés principais doencas autossOmicas recessivas encontradas em bovinos foi
alcancado, revelando o resultado de apenas dois, dos 90 animais, serem portadores da doenca
CVM e nenhum ser portador das doencas BLAD e DUMPS.

Agradecimentos
A equipe do Laboratério de Genética Molecular da Embrapa pela ajuda, apoio e
oportunidade. CNPqg e Embrapa pelo financiamento do projeto.



Referéncias
BRASIL. Embrapa gado de leite. Programa Nacional de Melhoramento do Girolando. S.D.
Disponivel em: <https://www.embrapa.br/busca-de-produtos-processos-e-servicos/-/produto-
servico/1410/programa-nacional-de melhoramento-do-girolando>. Acesso em: 20 maio 2017.

GHANEM, M.E.; AKITA, M.; SUZUKI, T.; KASUGA, A.; Complex vertebral malformation in
Holstein cows in Japan and its inheritance to crossbred F1 generation. Anim. Reprod. Sci. v.103,
p. 348-354, 2008.

GIROLANDO (Brasil). Girolando - a raca mais versatil do mundo tropical. 2017.IBGE. PPM:
Rebanho bovino alcanca a marca recorde de 215,2 milhées de cabecas, mas producdo de leite
cai 0,4%. 2016.

HAGEMOSER, W., ROTH, J. LOFSTED, J. FAGERLAND, J. Granulocytophaty in a Holstein heifer.
Journal of the American Medical Association, v. 183, p.1093-1094, 1983.

MENDONCA, J. F. M., et al. Analise das frequéncias alélicas e genotipicas dos genes para BLAD,
DUMPS e CVM em animais da raca girolando. 1° Congresso Internacional da raca Girolando.
2015.

PAIVA, D. S. et al. Incidéncia da doenca CVM em bovinos da raca Girolando. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE GENETICA, 56., 2010, Guaruja, SP. Resumo... . [Juiz de Fora, MG]: Sbg, 2010.
p. 21 - 21.

PATEL, R. K. et al. Lack of carriers of citrullinaemia and DUMPS in Indian Holstein cattle. Journal
of applied genetics, v. 47, n. 3, p. 239-242, 2006.

POLIDO, P. B. et al. Marcadores moleculares aplicados no melhoramento genético de bovinos.
Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR, v. 15, n. 2, p. 161-169, 2012.

REZAEE, A. R. et al. Implication of complex vertebral malformation and deficiency of uridine
monophosphate synthase on molecular-based testing in the Iranian Holstein bulls population.
African Journal of Biotechnology, v. 8, n. 22, 2009.

SAMBROOK, J. RUSSELL; RUSSELL, DAVIDW. DW. 2001 Molecular cloning: a laboratory
manual. Quarterly Review of Biology, v. 76, n. 3, p. 348-349, 2001.

SCHWENGER, B.; SCHOBER S.; SIMON D. DUMPS cattle carry a point mutation in the uridine
monophosphate synthase gene. Genomics, v.16, p. 241-244, 1993.

SHUSTER, D. E.; Kehrli, M. E. Jr.; Ackermann, M.R.;Gilbert, R.O. Identification and prevalence of
a genetic defect that causes leukocyte adhesion deficiency in Holstein cattle. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A., v.89, p. 9225-9229, 1992.

THOMSEN, Bo et al. A missense mutation in the bovine SLC35A3 gene, encoding a UDP-N-
acetylglucosamine transporter, causes complex vertebral malformation. Genome research, v. 16,

n. 1, p. 97-105, 2006.

ZOCCAL, R. Alguns nimeros do leite. 2016. Revista On-line Balde Branco.



Indicadores fisiolégicos e absorcdao de Ca, Fe e Mg em plantulas de azevém
anual tratadas com reguladores do crescimento’

Lucas Prudéncio Eiterer?, Jemima Goncalves da Fonseca®, Cristiano Amancio V. Borges®*, Andréa
Mittelmann®, Jalio Cesar J. da Silva®, Lednidas Paixdo Passos® ’

0 presente trabalho foi apresentado com o apoio do CNPq, Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico. Parte do projeto “Melhoramento de gramineas
forrageiras de clima temperado: azevém e capim-lanudo”, liderado por Andréa Mittelmann.
2Graduando em Ciéncias Bioldgicas - CES/Juiz de Fora. Bolsista Embrapa. E-mail:
lucaseiterer@gmail.com

3Doutoranda em Quimica - UFJF, Juiz de Fora/MG. Bolsista da Capes. E-mail:
jemimagoncalves@yahoo.com.br

“Analista, Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora/MG. E-mail: cristiano.borges@embrapa.br
SPesquisador, Embrapa Gado de Leite. E-mail: andrea.mittelmann@embrapa.br

®Professor, Departamento de Quimica, UFJF, Juiz de Fora/MG. E-mail: julio.silva@ufjf.edu.br
’Orientador. E-mail: leonidas.passos@embrapa.br

Resumo: No melhoramento genético vegetal, a triagem rapida e precoce de gendtipos tem
assumido crescente importancia. Um problema recorrente tem sido a baixa producao de
biomassa, a qual impede a realizacdo de andlises dependentes de maior quantidade de amostra.
Assim, um estudo foi conduzido visando aumentar a producao rapida de biomassa de plantulas
de azevém anual, por meio da exposicao das raizes aos seguintes reguladores do crescimento:
acido giberélico, acido indolacético, adenina e 2,4-D. Apdés 30 dias de crescimento, as plantulas
foram colhidas e avaliadas quanto a indicadores fisiolédgicos (4rea foliar, comprimento médio da
folha, pesos fresco e seco de folhas e de raizes, taxa transpiratéria e teor de clorofila) e a
absorcdao de Ca, Fe e Mg. Nao foram detectadas diferencas significativas nas varidveis
investigadas, mas observou-se que a absorcdo de Mg acompanha a absorcao de Ca, resposta a
qual deve beneficiar as estratégias de manejo nutricional. Abordagens futuras devem levar em
consideracdo um maior nimero de ensaios e verificar se o periodo de avaliacdo de 30 dias
necessita ser aumentado, para viabilizar quantidades adequadas de amostras.

Palavras—chave: azevém anual, célcio, ferro, magnésio, reguladores do crescimento

Physiological indicators and uptake of Ca, Fe and Mg in Italian ryegrass
seedlings treated with growth regulators

Abstract: In plant breeding programs, early and rapid screening of genotypes has been reaching
growing importance. A recurrent problem has been the low biomass production, which prevents
the performance of analyzes dependent on a larger amount of sample. Thus, a study was
conducted to increase the rapid production of biomass in Italian ryegrass seedlings by exposing
the roots to the following growth regulators: gibberellic acid, indoleacetic acid, adenine and 2,4-
D. Following a 30-day-growth period, the seedlings were harvested and evaluated for
physiological indicators (leaf area, mean leaf length, leaf and root FW and DW, transpiration rate,
and chlorophyll content) and uptake of Ca, Fe and Mg. No significant differences were detected
in the investigated variables, but it was observed that Mg uptake accompanies Ca uptake, a find
which is likely to benefit nutritional management strategies. Future approaches should take into
account a greater number of trials and verify whether the 30-day-evaluation period needs to be
increased, in order to enable adequate quantities of samples.

Keywords: calcium, growth regulators, iron, Italian ryegrass, magnesium

Introducao
Métodos para a triagem rapida e precoce de gendtipos vegetais, principalmente visando
toleréncia a estresses abiéticos, tém assumido grande importancia em anos recentes (SILVA et
al., 2007; BANDURSKA et al., 2011). No entanto, a baixa producdo de biomassa nessas



avaliacbes, devido a execucdo em prazos relativamente pequenos, impede a realizacdao de
andlises que dependam de maior quantidade de amostra. Nesse contexto, a aplicacdo de
reguladores do crescimento apresenta-se como alternativa promissora para mitigar o problema,
particularmente pela promocdao do crescimento radicular em curto espaco de tempo
(OVERVOORDE et al., 2010). Estudos no assunto destacam também as interacdes entre
reguladores do crescimento e os teores de Ca (PANDEY, 2017), Fe (SCHMIDT et al., 2000) e Mg
(NIU et al., 2015), as quais podem ser exploradas para melhorar as taxas de crescimento.

Em virtude de tais premissas, o presente trabalho avaliou os efeitos de quatro reguladores
do crescimento (acido 2,4-diclorofenoxiacetico — 2,4-D, adenina — ADE, &cido giberélico — GA;, e
acido indolacético — AIlA) sobre indicadores fisiolégicos e absorcao de Ca, Fe e Mg em azevém
anual (Lolium multiflorum Lam.), objetivando aumentar a producao rapida de biomassa.

Material e Métodos

Plantulas de azevém anual cv. BRS Ponteio foram cultivadas em condicdes controladas
(256+4°C, 65+5% U.R., 14 h fotoperiodo e 200 ymol. m?2. s de radiacdo ativa, medida com
espectrorradidmetro portatil LI-COR LI-189 com sensor quantico LI-190SA) em potes com solo
organico e suprimento de solucado nutritiva por capilaridade, com exposicdao aos seguintes
reguladores do crescimento (50 mg.L"), diluidos em solucdo de Hoagland em 1/2 forca: ADE,
AlA, 2,4-D e GA;, juntamente com uma testemunha - TEST (solucdo de Hoagland). As solucées
foram repostas semanalmente.

Apds 30 dias, o experimento foi colhido, efetuando-se as seguintes avaliacGes: AF - area
foliar (cm?) e CF - comprimento médio da folha (cm), com medidor portatil LI-3000A, PFF - peso
fresco das folhas, PFR - peso fresco das raizes, PSF - peso seco das folhas e PSR - peso seco
das raizes (g), com balanca analitica Marte AW220, T - taxa transpiratéria (mmol.m?2.s™"), com
porometro Delta AP4, e CLO - teor de clorofila (SPAD), com medidor Minolta 502. As folhas
foram secas em estufa Thecol 130DM a 50 °C e reduzidas em moinho IKA A11. Apés, foram
transferidas para tubos de vidro calibrados e processadas em bloco digestor Technicon BD-40,
em solucao nitro-perclérica 3:1 durante 2 h a 200 °C.

Os teores de Ca, Fe e Mg (mg.kg™") foram determinados em F AAS (espectrémetro de
absorcao atdémica com chama) ThermoScientific Solar M5, com corretor de fundo Deutério (D2).
Nas leituras de Ca foram utilizados acetileno e 6xido nitroso, e nas leituras de Fe e Mg foram
usados acetileno e ar comprimido. Cada medida durou 4s, sendo feita em triplicata. Utilizou-se
lampadas de catodo oco monoelementares, operando a 75% da corrente indicada. Nas
determinacdoes de Fe e Mg foi utilizado o corretor de sinal de fundo Deutério (D2), conforme
Godim (2017). Na tabela 1 sdo apresentadas as condicoes empregadas.

Tabela 1. CondicOes experimentais empregadas no equipamento F AAS.

Comprimento Fenda Corrente da Altura do Vazao do
Analitos P espectral Lampada Queimador Chama Gas
de onda (nm) .
(nm) (mA) (mm) (L.min™")
Ca 422,7 0,5 6 11,0 N,O/C,H, 4,2
Fe 248,8 0,2 6 7,0 Ar/C,H, 1,2
Mg 285,1 0,5 4 7,0 Ar/C,H, 1,1

Os dados foram submetidos a anélise de variancia utilizando o programa SAS verséao 9.4,
considerando o delineamento inteiramente ao acaso, com cinco tratamentos (reguladores do
crescimento e testemunha), quatro repeticoes e 10 plantas/parcela. Aplicou-se a transformacéo
logaritmica aos valores da taxa de transpiracdo e dos teores de Fe e de Mg, pelo fato de os
residuos nao terem atendido os pressupostos de normalidade e de homocedasticidade. As médias
por tratamento foram comparadas através dos testes de Dunnett e de Tukey. Apds, a existéncia
de correlacoes significativas entre as varidveis estudadas foi verificada por meio do coeficiente
de correlacdo nao-paramétrico de Spearman.



Resultados e Discussao
Os reguladores do crescimento nao afetaram significativamente as varidveis fisiolégicas
avaliadas (Tabela 2). Apenas leves tendéncias de aumento na taxa transpiratéria com GA; e
reducao no teor de Mg com a adenina foram observadas.

Tabela 2. Respostas fisiolégicas do azevém anual & aplicacdo de reguladores de crescimento’.

Tratamento AF CF PFF PFR PSF PSR
GA,; 80,4 A 38,4 A 2,7 A 0,045 A 0,42 A 0,042 A
Adenina 103,0 A 37,7 A 3,1TA 0,059 A 0,47 A 0,055 A
AlA 93,2 A 35,9 A 3,3A 0,058 A 0,51 A 0,054 A
2,4-D 58,6 A 35,1 A 1,9 A 0,053 A 0,35 A 0,048 A
TEST 104,7 A 40,2 A 4,3 A 0,081 A 0,65 A 0,075 A
Tratamento T CLO Ca Mg Fe
GA,; 100,8 A 51,0 A 46.258 A 6.973,7 A 137,0 A
Adenina 68,9 A 55,9 A 42.853 A 5.974,8 A 133,56 A
AlA 69,0 A 55,4 A 48.699 A 6.447.9 A 163,6 A
2,4-D 93,6 A 61,0 A 50.768 A 6.255,2 A 117,5 A
TEST 68,6 A 72,2 A 51.449 A 6.962,1 A 147,2 A

'Em cada varidvel, as médias ndo diferiram entre si, pelos testes de Dunnett e de Tukey
(p>0,05).

As anélises de correlacdo de Spearman revelaram eventos significativos entre pares de varidveis
(Figura 1), sendo mais proeminente a correlacdo positiva entre a absorcao de Mg e a de Ca. Nao
foram detectadas correlagdes significativas envolvendo o Fe.
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Figura 1. Andlises de correlacao de Spearman entre pares das varidveis estudadas.

A observada dependéncia da absorcdao de Mg em relacdo a absorcdo de Ca confirma
resultados obtidos com outras espécies (Baligar, 1985) e podera ser Gtil em futuras abordagens.

Conclusodes
Nas condicées estudadas, os reguladores do crescimento nao influenciaram os
indicadores fisiolégicos avaliados e a absorcao de Ca, Fe e Mg.
No entanto, descobriu-se que a absorcao de Mg é acompanha a absorcdo de Ca, fato que
pode ser positivo para o manejo nutricional do azevém anual em estudos doravante.
Visto que os desvios-padrdao foram relativamente altos em varios casos, se recomenda
que futuros estudos considerem uma maior repeticdo de ensaios.



De resto, deve-se averiguar se o tempo de 30 dias para as avaliacbes necessita ser
aumentado, para viabilizar producdao de biomassa em niveis suficientes para atendimento das
andlises que demandem maior quantidade de amostra, e assim tornar mais eficaz o processo de
triagem precoce e rapida de gendtipos de azevém anual objetivando a selecdo para tolerancia a
estresses abidticos.
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Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do nivel de alimentacdo e da ordem de
paricdo sobre a particdo da energia de vacas Girolando. Foram utilizadas 28 vacas com producéo
média de 15,1 + 4,16 kg de leite e 552 + 88,1 kg de peso vivo. O experimento foi conduzido
segundo delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2:2, com dois niveis de
alimentacdo (ad libitum e restrito) e duas ordens de lactacao (primiparas e multiparas). A ordem
de lactacao nao afetou (P>0,05) a particdo da energia consumida. A restricdo alimentar reduziu
(P<0,001) o consumo de energia e aumentou a proporcdo de energia perdida na forma de urina
e producédo de calor. A razdo entre o consumo de energia metabolizdvel e o consumo de energia
bruta (metabolizabilidade) aumentou (P<0,001) com a restricdo alimentar. Conclui-se que a
metabolizabilidade da energia ingerida por vacas Girolando no terco final de lactacdo é menor
quando em restricdo alimentar. Vacas Girolando quando alimentadas de forma restrita possuem
maior proporcao de energia excretada na urina e perdida na forma de producao de calor.

Palavras—-chave: energia digestivel, energia metabolizavel, metabolizabilidade, metano, producéao
de calor

Energy partitioning in Girolando cows fed different feeding levels

Abstract: We aimed to evaluate the effects of feeding level and parity on energy partitioning in
Girolando cows. Twenty-Eight Girolando cows averaging 15.1 = 4.16 kg of milk production and
552 + 88.1 kg of body weight were used. The study was conducted following a complete
randomized design in a 2-2 factorial scheme with two feeding levels (ad libitum and restricted)
and two parity groups (primiparous and multiparous). Lactation stage did not affect (P>0.05)
energy intake. Feeding restriction decreased (P<0.001) energy intake and increased the
proportion of energy loss (P<0.001) both as urinary energy and heat production. Metabolizable
energy intake to gross energy intake ratio (metabolizability) was greater in cows fed restricted
energy diets. In conclusion, gross energy metabolizability in late lactation Girolando cows is
lower when fed restricted energy intake. Girolando cows when fed restricted energy intake has
greater proportion of energy lost as urine and heat production.

Keywords: digestible energy, metabolizable energy, metabolizability, methane, heat production



Introducao

Os sistemas atuais de predicdo de exigéncias de energia para vacas leiteiras sao
baseados em ensaios de calorimetria indireta, utilizando-se principalmente animais de origem
taurina em ambientes de clima temperado (NRC, 2001). No entanto em paises tropicais os
sistemas de exploracao leiteira utilizam com maior frequéncia vacas mesticas (Bos taurus x Bos
indicus), destacando-se cruzamentos entre animais Holandés x Gir (Girolando). Apesar de
amplamente utilizadas em propriedades leiteiras brasileiras pouco se conhece a respeito da
eficiéncia alimentar e produtiva desses animais, tornando necessdéria a avaliacdo e caracterizacao
do potencial zootécnico dos mesmos sob diferentes planos de alimentacao.

Tendo em vista a necessidade de estabelecer parametros alimentares e produtivos de
vacas Girolando, objetivou-se avaliar e caracterizar a particdo de energia em vacas Girolando no
terco final da lactacao sob diferentes niveis de alimentacéo.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Campo Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB,
Embrapa Gado de Leite, Coronel Pacheco, MG, Brasil). Foram utilizadas 28 vacas leiteiras
Girolando (3/4 Holandés -'% Gir), no terco final da lactacdo (de 200 a 305 dias da lactacao),
sendo 14 primiparas e 14 multiparas com peso vivo inicial (PVi) de 537 + 112,6 e 577 + 35,5
kg, respectivamente. No inicio do experimento a producdo de leite média de primiparas e
multiparas eram de 15,5 + 4,35 e 14,8 += 4,10 kg/dia, respectivamente. Os animais foram
distribuidos segundo delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 - 2 (nivel de
alimentacdo - ordem de lactacado). Os niveis de alimentacdo avaliados foram ad /ibitum e restrito,
sendo que para o tratamento das multiparas com consumo restrito, o fornecimento de dieta foi
limitado para atender 80% das exigéncias de energia liquida totais (Mantenca e producdo de
leite); e para o tratamento das primiparas com consumo restrito, o fornecimento de dieta foi
limitado para atender 85% das exigéncias de energia liquida totais. As dietas ad /ibitum foram
formuladas com relacdo volumoso: concentrado de 74:26, segundo estimativas de exigéncias do
NRC (2001). Os animais foram alimentados diariamente apds as ordenhas as 0800 e 1600
horas.

Os animais foram alocados em galpao tipo freestall dotado de sistema eletrénico de
monitoramento da ingestao individual de alimento (AF-1000 Master Gate, Intergado Ltd.,
Contagem, MG, Brasil). Foram realizadas coletas de amostras do leite da ordenha da manha e da
ordenha da tarde por animal dos 250 a 253 dias em lactacéo.

Ensaios de digestibilidade foram realizados com duracdo de 5 dias em todos os animais,
aproximadamente aos 250 + 6 dias em lactacdo. As avaliacoes de respirometria foram
realizadas por 48 horas em cada animal, utilizando-se 4 camaras respirométricas de circuito
aberto conforme as especificacdes e procedimentos descritos por Machado et al. (2016).

As concentragcdes de energia bruta (EB) das dietas consumidas, fezes e urina foram
estimadas através de calorimetro adiabatico IKA - C5000. A separacdo da energia nas fracoes
digestivel (ED), metabolizdvel (EM) e liquida (EL) foi realizada segundo NRC (2001). A
concentracdo energética do CH, produzido e producao de calor (PC) foram calculados segundo
Brouwer (1965). O balanco energético (BE) total foi calculado pela diferenca entre EM e a EL de
lactacdo (EL,) e a PC, onde: BE = EM - EL, — PC. Foram ainda calculadas as relacdes entre
EM/ED; PC/EM, EL,/EM e BE/EM como indicadores de eficiéncia energética.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa MINITAB 17 (MINITAB
SOFTWARE, 2010), segundo delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 - 2.
Considerou-se o modelo misto, em que os fatores fixos foram a ordem de lactacdo, nivel de
alimentacdo e sua interacdo. Considerou-se animal aninhado ao tratamento como efeito aleatério.
A significancia dos fatores avaliados e suas interacoes foram realizadas considerando-se o igual a
0.05.

Resultados e Discussao
Os resultados de particdo energética encontram-se na Tabela 1. Como esperado, o
consumo de EB foi influenciado (P < 0,001) pelo nivel de alimentacdo, mas o efeito da ordem de
lactacdo nao foi significativo (P > 0,05). Seguindo o mesmo comportamento, a energia fecal,



urindaria, na forma de CH,, PC e energia do leite, foram afetadas pelo nivel de alimentagcdo (P <
0,001), sendo superiores para o tratamento ad libitum.

Tabela 1. Particdo da energia em vacas Girolando no terco final de lactacao, em funcao da ordem
de lactacdo e do nivel de alimentacéo.

Parametros’ Primipara Multipara EPM P-valor?

Ad libitum Restrita Ad libitum Restrita OL NA OL x NA
Mcal/d
CEB 76,1 43,6 73,0 43,4 3,11 0,510 <0,001 0,550
Ereses 21,5 13,4 22,1 13,6 0,95 0,720 <0,001 0,890
Eurina 3,22 2,23 3,35 2,64 0,14 0,275 0,002 0,560
Echa 3,41 2,17 3,56 2,11 0,14 0,730 <0,001 0,386
PC 25,4 16,9 23,5 19,1 0,70 0,807 <0,001 0,003
EL, 16,7 8,7 14,6 7,2 0,87 0,095 <0,001 0,808
BE 5,63 0,09 5,74 -0,20 0,72 0,928 0,001 0,841
% CEB
Ereses 28,2 30,6 30,2 31,5 0,58 0,223 0,136 0,643
Eurina 4,32 5,07 4,61 6,06 0,20 0,080 0,004 0,325
Echa 4,80 4,51 4,88 4,89 0,10 0,271 0,468 0,484
PC 33,6 39,6 32,3 44,7 1,25 0,316 <0,001 0,098
Mcal/Mcal
ED/EB 0,71 0,69 0,69 0,68 0,005 0,223 0,136 0,643
EM/EB 0,62 0,58 0,60 0,57 0,006 0,145 0,003 0,390
EM/ED 0,87 0,85 0,86 0,84 0,004 0,059 0,002 0,997
PC/EM 0,53 0,67 0,53 0,77 0,024 0,113 <0,001 0,137
EL/EM 0,21 0,20 0,20 0,17 0,008 0,121 0,135 0,692
BE/EM 0,11 -0,01 0,12 -0,07 0,026 0,569 0,001 0,395

'CEB, consumo de energia bruta; EF, energia bruta fecal; CED, consumo de energia digestivel;
EU, energia bruta urinéria; ECH, energia perdida na forma de metano; CEM, consumo de energia
metabolizavel, EL,, energia liquida de lactacédo, BE, balanco energético, CEB, consumo de energia
bruta

20L, ordem de lactacdo; NA, nivel de alimentacdo; OL x NA, interacdo entre OL e NA.

Considerando-se a particdo energética expressa em porcentagem da EB ingerida, nao
houve efeito (P > 0,05) da ordem de lactacdo e nivel de alimentacdo sobre a energia fecal, na
forma de CH, e energia do leite. J& as fracdes da EB ingerida perdidas na forma de urina e PC
foram influenciadas pelo nivel de alimentacdo (P < 0,004), sendo maiores para o tratamento
restrito. A fracdo de energia perdida na forma de calor e urina possui maior influéncia de fatores
como o peso metabdlico do animal, o que justifica as maiores proporcdoes de perdas energéticas
através de urina nos animais com menor consumo de EB (VAN ES, 1976). As maiores perdas de
energia na forma de CH, para os animais do tratamento ad /ibitum podem ser consequéncia do
maior aporte de substratos para fermentacdo ruminal. Observa-se que as perdas na forma de CH,
em relacdo a EB consumida foram semelhantes entre os niveis de alimentacdo. O BE foi
influenciado pelos niveis de alimentacao (P = 0,001), sendo positivo (5,7 Mcal/d) para animais
em tratamento ad /ibitum e negativo (-0,1 Mcal/d) para as vacas do tratamento restrito.

O valor médio de digestibilidade da EB (ED/EB) foi 0,7 e nao diferiu entre os tratamentos
(P > 0,05). A metabolizabilidade da dieta (EM/EB) foi similar (P > 0,05) entre primiparas e
multiparas, porém diferiu (P = 0,003) com o nivel de alimentacdo. A relacdo entre EM/ED
apresentou diferenca (P = 0,002) em funcdo dos niveis de alimentacdo, com valores médios de
0,87 para animais ad /libitum e 0,85 para animais em restricdo, mas nao houve efeito da ordem
de lactacdo (P > 0,05). A EM perdida na forma de calor foi superior para o tratamento restrito
(0,72) em relacdo ao ad libitum (0,53). Provavelmente esse efeito é consequéncia do menor
consumo de EB com pouca variacao na metabolizabilidade das dietas. No presente estudo, tanto
a ordem de lactacdo quanto o nivel de alimentacdo nao influenciaram (P > 0,05) a relacéo
EL,/EM (média de 0,2). A relacao BE/EM diferiu entre os niveis de alimentacdao (P = 0,001),
sendo em média 0,1 para os animais em consumo livre e O para os animais em restricao.



A EL, em animais alimentados ad /ibitum foi 49% superior em relacdo a das vacas em
restricdo. Essa diferenca se deve a maior producao de leite, com maiores concentracées de
gordura, proteina e lactose (dados nao apresentados).

Como a digestibilidade e a perda de energia nas fezes foram semelhantes entre
tratamentos, a ED/EB também né&o foi influenciada. A eficiéncia de conversdo da ED em EM é
influenciada pela atividade microbiana, producdo de CH,, balanco energético e pela eficiéncia de
metabolismo do nitrogénio. Borges et al. 2016 ao compilar dados de trabalhos realizados no
Brasil com animais mesticos encontraram valores de aproximadamente 0,82, resultado
semelhante ao observado no presente trabalho.

Houve efeito do nivel de alimentacdo sobre a metabolizabilidade da dieta. Segundo Van
Es (1976) quando a metabolizabilidade aumenta em uma unidade percentual as exigéncias de EM
para mantenca, producado de leite e ganho de peso em bovinos decresce cerca de 0,4%. A
metabolizabilidade nos animais com alimentacédo restrita foi 2,5% menor para os animais do
tratamento ad libitum, contrastando com os estudos Blaxter e Boyne (1978), os quais afirmam
que a ‘q’ varia pouco com o nivel de alimentacao.

Conclusées
A metabolizabilidade da energia ingerida por vacas Girolando no terco final de lactacao é
semelhante aos valores utilizados em sistemas internacionais de exigéncias nutricionais e menor
quando em restricdo alimentar. Vacas Girolando quando alimentadas de forma restrita possuem
maior proporcao de energia excretada na urina e perdida pela producao de calor.
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Resumo: O objetivo deste estudo foi determinar o perfil de acidos graxos (AG) do leite e do
queijo artesanal produzido no municipio de Alagoa (MG), de forma a contribuir para a futura
regularizacdo deste produto no Estado. Amostras de queijo com 0O, 7, 14, 21 e 28 dias de
maturacdo e dos leites utilizados na sua producao foram coletadas durante as estacdes seca e
chuvosa em seis propriedades do municipio de Alagoa. O perfil de AG das amostras foi
determinado por cromatografia gasosa. Os teores dos AG no leite variaram em menor ou maior
grau entre as propriedades, o que pode ser em parte atribuido as diferentes dietas fornecidas aos
animais. Em particular, maiores teores de AG benéficos a saide humana (C18:3 n-3, CLA ¢9,
t11, C18:1 t11 e C18:1 ¢9) foram observados durante a estacao chuvosa nas propriedades 4 e
5, nas quais havia disponibilidade de pasto nativo. Maiores teores destes AG foram também
observados durante a estacao chuvosa, o que é consistente com a maior qualidade nutricional da
forragem nesta época do ano. O perfil de AG dos queijos no tempo O foi similar ao dos leites
utilizado na sua producao, independentemente da propriedade, e nao variou significativamente ao
longo do periodo de maturacdo. Estes resultados indicam que o processo de fabricacdo dos
queijos artesanais de Alagoa nao altera o perfil de AG do leite utilizado na sua producao, e que
nao ha influéncia do periodo de maturacédo avaliado sobre esta variavel.

Palavras—chave: agricultura familiar, gordura do leite, indicacdo geogréafica, queijos artesanais,
saude humana, vacas leiteiras

Fatty acid composition of milk and Minas artisanal cheese at different ripening
times produced in the municipal district of Alagoa

Abstract: The aim of this study was to determine the fatty acid (FA) composition of milk and
artisanal cheese produced in the municipality of Alagoa (MG), as part of an effort to contribute to
future regularization of this product in the state of Minas Gerais. Samples from cheese with
different ripening times (0, 7, 14, 21, and 28 d) and from the milk used in its production were
collected during both dry and rainy seasons in six farms located in Alagoa. The FA composition
of the samples was determined by gas chromatography. The contents of milk FA varied to a
lesser or greater extent among the farms, which may be attributed in part to the different diets
provided to the animals. In particular, increased milk contents of beneficial FA (C18:3 n-3, CLA
c9, t11, C18:1 t11 e C18:1 c9) were found during the rainy season in farms 4 and 5 where
native pasture was available for grazing. Higher contents of beneficial FA were also found in milk
during the rainy season, which is consistent with the higher nutritional quality of forages in that
period of the year. The FA composition of cheeses at day O of ripening was similar to that found
in milk used in its production regardless of the farm, and did not vary significantly over the 28-d
ripening period. These results indicate that the process used for artisanal cheese making in
Alagoa does not alter the FA composition of milk used in its production, and that cheese FA
composition is unchanged over the ripening period.



Keywords: artisanal cheeses, dairy cows, family-based agriculture, geographical origin, human
health, milk fat

Introducao

A producdo de queijo artesanal constitui a principal fonte de renda para a agricultura
familiar em diversas regides do Brasil. Em 2002, o Governo de Minas Gerais sancionou a Lei
Estadual n° 14.185, que dispunha sobre o processo de producao do Queijo Minas Artesanal. Esta
Lei considerava como artesanal o queijo produzido em microrregioes tradicionais a partir de leite
cru, beneficiado na queijaria da propriedade de origem, sem técnicas industriais. Até 2012,
apenas os queijos produzidos nas regides de Araxa, Canastra, Cerrado, Serro e Campo das
Vertentes eram reconhecidos como artesanais. No entanto, com a aprovacao da Lei Estadual n°
20.549 em dezembro de 2012, os produtores de queijos artesanais ndo inseridos nas regioes
tradicionais mencionadas acima passaram a ter o direito de solicitar ao Estado o reconhecimento
dos seus queijos como do ‘tipo’ artesanal. Um exemplo notério sdo os queijos produzidos nos
municipios de Alagoa e Carvalhos, localizados no ‘Corredor Ecolégico da Mantiqueira’, uma
regido que apresenta caracteristicas de clima, vegetacdo e modo de producao bastante préprias
(SIQUEIRA, 2011). O objetivo deste estudo foi determinar o perfil de acidos graxos (AG) do leite
e do queijo artesanal, com diferentes tempos de maturacdo, produzido no municipio de Alagoa.
Este estudo é parte de um projeto que tem como uma das etapas caracterizar o queijo artesanal
produzido nos municipios de Alagoa e Carvalhos visando, em Ultima andlise, a regularizacédo e a
concessao de indicacdo geografica ao produto.

Material e Métodos

Amostras de queijo artesanal com diferentes tempos de maturacdo (0, 7, 14, 21 e 28
dias) e dos leites utilizados na sua producdo foram coletadas nas estacdes seca (maio-junho) e
chuvosa (outubro-novembro), em 2016, em seis propriedades do municipio de Alagoa, MG. As
amostras foram congeladas e enviadas ao Laboratério de Cromatografia da Embrapa Gado de
Leite para determinacao do perfil de AG por cromatografia gasosa (GC). A fracao lipidica do leite
foi extraida utilizando-se uma mistura de hidréoxido de amodnio, etanol, éter etilico e hexano
(AOAC official method 989.05), ao passo que a extracdo lipidica do queijo foi realizada
utilizando-se uma mistura de hexano e isoproponol (3:2 vol/vol) seguido da adicdo de solucao de
sulfato de s6dio (HARA & RADAN, 1978). Os lipidios extraidos foram dissolvidos em hexano e
metil acetato e transesterifiados em ésteres meticos de acidos graxos (FAME) utilizando-se uma
solucdo de metéxido de sédio em metanol (CHRISTIE, 1982). Os FAME foram separados e
quantificados em cromatégrafo a gas (modelo 7820A, Agilent Technologies) equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna capilar de silica fundida (CP-Sil 88, 100 m x 0.25
mm X 0.2 um film thickness; Varian Inc.). As condicdes de operacdo do equipamento foram as
mesmas descritas por Cruz-Hernandez et al. (2007). Os AG foram identificados por comparacéao
dos tempos de retencdo com padrdées comerciais (Sigma-Aldrich®, Nu-Chek Prep, Inc.) e de
acordo com a ordem de eluicdo reportada sob as mesmas condicoes cromatograficas (CRUZ-
HERNANDEZ et al., 2007).

Resultados e Discussao
Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram as variacdes observadas nos teores dos
principais AG do leite de interesse para a salde humana nas seis propriedades avaliadas, durante
as estacoOes seca e chuvosa. Diversos estudos tém mostrado que os teores de C18:3 n-3, CLA
c9,t11 e C18:1 t11 no leite sdo superiores em vacas alimentadas com forragens frescas, sendo
as respostas varidveis em funcado da qualidade nutricional e do tipo de forragem utilizada
(DEWHURST et al., 2006). A andlise das dietas mostrou ampla variacdo na qualidade do
volumoso fornecido aos animais nas diferentes propriedades, o que explicaria ao menos parte a
variacdo observada no perfil de AG do leite observada. Levantamento realizado neste estudo
mostrou também que os pastos disponiveis nas propriedades 4 e 5 eram nativos, o que pode ter
contribuido para os teores mais elevados de C18:3 n-3 e CLA ¢9,t11 observados no leite dos
animais destas propriedades durante a estacdao chuvosa (ELGERSMA, 2015). Além da
disponibilidade ou ndo de pasto nativo e variac6es na qualidade da forragem, foram encontradas
também diferencas entre propriedades quanto ao tipo de graminea utilizada (ex.: capim elefante,



braquiaria, cynodon, cana de aculcar), forma de fornecimento (ex.: capineira, pasto, silagem) e
composicdo do concentrado, os quais também afetam o perfil de AG do leite (SHINGFIELD et al.,
2008). A Tabela 2 mostra variacbes de pequena magnitude (CV <2%) nos teores dos principais
AG de interesse a salde ao longo do periodo de maturacao do queijo produzido pelo produtor 1
durante as estacOes seca e chuvosa, respectivamente, o que também foi observado nas demais
propriedades e para os outros AG detectados, indicando que o perfil de AG dos queijos nao foi
alterado durante o periodo de maturacdo. Por fim, a elevada correlacdo (r = 0,99) observada
entre os teores dos AG dos queijos no tempo O e dos leites utilizados na sua producao,
independentemente da propriedade, indicam que o perfil de AG da matéria-prima (i.e. leite) ndo é
alterado no processo de fabricacdo do queijo.

Tabela 1. Teores dos principais AG de interesse para a salde humana no leite dos animais em
seis propriedades do municipio de Alagoa, durante as estacdes seca e chuvosa.

Acidos Graxos Produtor o
(9/100g AG totais) | 1 2 3 4 5 g | Media | CV (%)
C16:0 28,5 33,0 31,8]26,1|285]299]| 29,6 8,40
S EERE 1,93 (1,94 1,21 |1,76 | 1,70 | 1,23 | 1,63 20,3
ESSt:g:O C18:1 ¢9 19,5 | 19,3 | 18,7 | 21,9 | 19,8 | 18,8 | 19,7 6,04
C18:3 n-3 0,36 | 0,30 | 0,25 | 0,35 | 0,28 | 0,27 | 0,30 14,7
CLA c9, 11 0,89 | 0,84 | 0,69 | 1,00 | 0,80 | 0,66 | 0,81 15,8
C16:0 29,4 | 25,0 | 28,2 | 25,0 | 22,6 | 26,3 | 26,1 9,39
| cisina 1,68 | 2,66 | 1,80 | 2,22 | 3,55 | 2,55 | 2,41 28,2
Estacdo ["c1g.1 ¢9 17,8 | 21,5 | 20,3 | 21,2 | 23,3 | 18,6 | 20,4 9,79
Chuvosa
C18:3 n-3 0,33 0,42 |0,32|0,40 | 0,56 | 0,55 | 0,43 24,1
CLA c9, 11 0,83]1,22093[1,24|157]1,21| 1,17 22,4

Tabela 2. Teores dos principais AG de interesse para a sallde humana ao longo do periodo de
maturacao do queijo artesanal produzido pelo produtor 1, durante as estacdes seca e chuvosa.

Acidos Graxos Tempo de Maturacéo (dias) L o
(g/100g AG totais) | 0 | 7 | 14 | 21 | 28 | Meédia| CV (%)
C16:0 28,4 | 28,3 | 28,4 | 28,6 | 28,6 | 28,5 0,47
C18:1 t11 1,88 11,901,951 1,93 (1,87 | 1,91 1,94
Estacéao -
Seca C18:1 ¢9 19,6 | 19,7 |1 19,6 | 19,9 19,9 | 19,7 0,80
C18:3 n-3 0,3(0,35|0,35,10,35(0,35| 0,35 0,23
CLA c9, t11 0,88(0,88|0,88|0,90|0,90| 0,89 0,85
C16:0 29,5 129,6 |129,3|129,2|29,3| 29,4 0,56
B C18:1 t11 1,7011,70 | 1,71 | 1,69 | 1,75 1,71 1,44
Estacdo ["c1g.1 ¢9 18,1 18,2 18,4 | 18,1 18,5| 18,3 | 0,98
Chuvosa
C18:3 n-3 0,33/0,33|0,33/0,32|0,33| 0,33 0,77
CLA c9, t11 0,83(0,84|0,85|0,83|0,86| 0,84 1,68

Conclusodes
Os resultados deste estudo indicam que: 1) O processo utilizado na fabricacdo dos
queijos artesanais de Alagoa nao altera o perfil de AG do leite utilizado na sua producéo; e 2)
Nao hé influéncia do periodo de maturacao avaliado sobre o perfil de AG dos queijos.
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Resumo: O objetivo do estudo foi identificar o padrdo de liberacdo pré-pico de LH, associa-lo ao
crescimento folicular e a resposta ovulatéria em novilhas pré-plaberes da raca Gir, apés protocolo
hormonal de inducado de ovulacdo. Doze novilhas Gir pré-puberes criadas em mesmas condicdes
de criacdo receberam dispositivo intravaginal (dia zero= dO) contendo 1,0 g de P4 durante 12
dias. No d12, o dispositivo foi removido e foram injetados (via I.M.) 0,5 mg ECP e 200 IU de
eCG. No d13, amostras de sangue foram coletadas a cada 15min durante 6h para se identificar o
padrao pré-pico de secrecdo de LH. Concentracoes plasmaticas de LH foram avaliadas por RIA. O
protocolo hormonal induziu ovulacdo em 41,6% das novilhas (5/12). Apds a resposta ovulatoéria,
as fémeas foram agrupadas: “Ovulou” (G1, n=5) e “Nao ovulou” (G2, n=7). As concentracdes
de LH foram analisadas por deconvolucdo usando o algoritmo Pulse. Os dados obtidos a partir
das andlises de LH foram comparadas pelo teste T. A concentracdo média (ng/mL) de LH (G1:
0,80 + 0,08; G2: 0,96 = 0,09; p= 0,22), a secrecao basal (pg/mL) estimada (G1: 21,6 = 2,3;
G2: 25,4 + 2,3; p= 0,16) e a amplitude média (pg/mL) dos pulsos de secrecdo (G1: 16,9 =
1,9, G2: 19,4 + 2,3; p=0,26) nado diferiram entre os grupos. No entanto, a frequéncia
(pulsos/h) de pulsos de secrecédo (G1: 0,30 + 0,06; G2: 0,48 + 0,06, p=0,07) e a massa total
(ng) secretada em pulsos (G1: 0,57 = 0,14; G2: 1,07 £+ 0,19; p= 0,08) foi maior no G2. Os
resultados sugerem que a resposta ovulatéria ao protocolo hormonal utilizado nas novilhas Gir
pré puberes estd relacionada com uma menor frequéncia de secrecao pulséatil de LH no momento
proximo a inducdo da ovulacdo. No entanto, mais estudos devem ser conduzidos para melhor
entendimento da dindmica de secrecao pré pico de LH.

Bos Indicus, Maturacao sexual, Puberdade

Profile of luteinizing hormone secretion in prepubert Gyr heifers, submitted to
ovulation induction protocol

Abstract: The aim of the present study was to identify the pre-peak release pattern of LH, to
associate with ovulatory response in Gyr prepubertal heifers after hormonal protocol for ovulation
induction. Twelve prepubertal Gyr heifers (18 + 1.4 months of age) created in the same
conditions received an intravaginal device (dO) containing 1.0 g of P4 for 12 days. In d12, the
device was removed and 0.5 mg of ECP and 200 IU of eCG were injected (I.M). In d13, blood
samples were collected every 15min for 6h to identify the pre-peak pattern of LH secretion.
Plasma LH concentrations were assessed by double antibody radioimmunoassay using purified
bovine LH. The hormonal protocol induced ovulation in 41.6% of the heifers (5/12), which
occurred between d15 and d16. After the ovulatory response, the females were grouped:
"Ovulated" (G1, n= 5) and "Non-ovulated" (G2, n= 7). The LH concentrations were analyzed by
deconvolution using the Pulse algorithm and the data obtained from the LH analyzes were



compared by the t-test. The mean concentration (ng/mL) of LH (G1: 0.80 = 0.08, G2: 0.96 +
0.09, p= 0.22), estimated basal secretion (pg/mL) (G1: 16.9 + 1.9, G2: 21.6 + 2.3, G2: 25.4
+ 2.3, p= 0.16) and the mean amplitude (pg/mL) of the secretory pulses (G1: 16.9+1.9;
G2=19.4 + 2.3, p = 0.26) did not differ between groups. However, the frequency (pulses/h) of
secretion pulses (G1: 0.30 = 0.06, G2: 0.48 = 0.06, p= 0.07) and the total mass (ng)
secreted in pulses (G1: 0.57 = 0.14; G2: 1.07 = 0.19; p= 0.08) was higher in G2. The results
suggest that the ovulatory response to the hormone protocol used in prepubertal Gyr heifers is
related to a lower frequency of pulsatile secretion of LH at the time of ovulation induction.
However, further studies should be conducted to better understanding the dynamics of LH pre-
peak secretion

Bos Indicus, Puberty, Sexual maturation

Introducao

A puberdade é descrita como a transicao do estado anovulatério para a ovulacao regular. Sabe-se
que préximo a primeira ovulacdo as fémeas passam por eventos endécrinos nos quais a liberacéo
e a sensibilidade hormonal é alterada. Nesse processo, o LH responde a perda da sensibilidade
hipotalamica exercida pelo E2, e ocorre o aumento da frequéncia de pulsos de LH até o pico pré-
ovulatério, que acarreta subsequente ovulacdao (DAY et al., 1984). Acelerar o inicio da puberdade
pode influenciar no aumento da produtividade de animais jovens, através da diminuicdo do
periodo ocioso que permaneceriam até alcancar a maturidade sexual. O inicio da puberdade é
definido pelas mudancas na fisiologia endécrina que fémeas pré-plUberes passam até a primeira
ovulacdo (CARDOSO E DE PAULA NOGUEIRA, 2007; DAY et al., 1984). Dentre os horménios
mobilizados e que alteram seu perfil de secrecdo e acarretam a ovulacdo, o hormoénio
gonadotréfico LH é um dos principais agentes desse evento. Diversos sdo os fatores que
influenciam os indicadores produtivos de um rebanho, entre eles a puberdade e idade ao primeiro
parto. Estas caracteristicas sdo moduladas tanto pela raca e composicdao genética do animal
quanto pela nutricdo, ganho de peso e adaptacao do animal ao ambiente no qual estd inserido
(ESTILL, 2014). Nesse contexto, a raca Gir é uma das principais racas da subespécie Bos
indicus utilizada nos sistemas de criacdo extensiva no Brasil, por possuir rusticidade e suportar as
condicdes tropicais do pais. No entanto, estudos que cercam a fisiologia especifica da raca ainda
sdo escassos, pois a grande maioria relata a realidade de gendtipos Bos tauros em sistemas de
criacdo em climas temperados e frios, o que nao reflete a fisiologia nem os obstaculos de
espécies zebuinas puras ou cruzadas no Brasil. Sendo assim, estudos capazes de identificar
particularidades da raca Gir apresentam-se com grande potencial de esclarecer eventos
diferenciais dos normalmente descritos na literatura, criando subsidios para melhorar a criacao e
manejo reprodutivo desses animais, permitindo a diminuicdo dos custos de producao.

Material e Métodos

O presente trabalho foi aceito sob o protocolo 21/2015 na CEUA- EGL e foi realizado no Campo
Experimental de Santa Mo6nica/Bardao de Juparana-Valenca da Embrapa Gado de Leite. Doze
novilhas pré-puberes foram submetidas a duas avaliacées, com intervalos quinzenais antes do
inicio do tratamento, de didmetro e tonus uterino (via US/DP-2200 Vet®, Mindray, China), que
associados a auséncia de corpo luteo (CL), confirmaram a imaturidade sexual. Os animais
receberam um dispositivo intravaginal, no dia zero de tratamento (dO) contendo 1,0 g de
Progesterona/P4 (Sincrogest®, Ourofino, Cravinhos, Brasil), e permaneceram com ele por durante
12 dias. No d12, o dispositivo foi removido e foram injetados via Intramuscular 0,5mg de
cipionato de estradiol/ECP (ECP®, Zoetis, Campinas, Brasil) e 200lU de Gonadotrofina Coriénica
Equina/eCG (Folligon®, Intervet Schering-Plough, Cotia, Brasil). Apds a resposta ovulatéria, dessa
forma a partir desse resultado as fémeas foram agrupadas em 2 grupos distintos: “Ovulou” (G1,
n=>5) e “Nao ovulou” (G2, n=7), Apdés 24h do inicio do tratamento (d13), amostras de sangue
foram coletadas, através da puncdo da veia jugular e o sangue foi depositado em tubo contendo
EDTA (Becton Dickinson Co., Franklin Lakes, NJ, USA), imediatamente apds as coletas o sangue
foi centrifugado a 1.500 x g por 10 minutos a temperatura ambiente e o plasma coletado,
armazenado a -20 °C. As coletas foram feitas a cada 15 minutos durante 6 horas (totalizando 25
exemplares) para se identificar o padrdo pré-pico de secrecdo de LH. Os ensaios do horménio



Luteinizante foram feitas através da técnica de radioimunoensaio RIA descrita por Bolt e Rollins,
1983 e Bolt et al., 1990, com algumas adaptacdoes. Como este foi um estudo preliminar, no qual
se obtiveram resultados iniciais, com pequeno nUumero de animais considerou-se o nivel de
significancia de 10%. As concentracoes de LH foram analisadas por deconvolugcdo usando o
algoritmo Pulse (Software Pulse XP, versdo 20090124, Universidade da Virginia, VA, USA). Os
dados obtidos a partir das analises de LH foram comparadas pelo teste t (SAS, Institute Inc.,
Cary, USA).

Resultados e Discussao

O presente estudo foi conduzido com novilhas Gir, com maior aptiddo para leite, e com genétipo
zebuino. Refletindo a realidade encontrada em grande parcela dos sistemas leiteiros do Brasil. O
protocolo hormonal induziu ovulacdo em 41,6% das novilhas (5/12), que ocorreram entre d15 e
d16. As andlises do hormoénio luteinizante tiveram como funcao identificar diferencas no seu
perfil de secrecdo no momento de “pré-pico” do horménio, entre as fémeas que alcancaram a
maturidade sexual (confirmada pelas ovulacGes e presenca de CL) e as fémeas que ndo ovularam
(auséncia de CL). A concentracao média (ng/mL) de LH bem como a (G1: 0,80 = 0,08; G2: 0,96
+ 0,09; p= 0,22), a secrecao basal (pg/mL) estimada (G1: 21,6 + 2,3; G2: 25,4 =+ 2,3; p=
0,16) e a amplitude média (pg/mL) dos pulsos de secrecdo (G1: 16,9 + 1,9; G2: 19,4 + 2,3;
p=0,26), ndo demonstrou diferenca entre os grupos, no entanto, a frequéncia (pulsos/h) de
pulsos de secrecdao (G1: 0,30 + 0,06; G2: 0,48 = 0,06, p=0,07) e a massa total (ng)
secretada em pulsos (G1: 0,57 + 0,14; G2: 1,07 = 0,19; p= 0,08) foi maior para o grupo de
animais que nao responderam (“ovulou”) ao tratamento hormonal. O presente estudo néo
corrobora com anélises encontradas por Day et al., 1984, no qual os resultados indicaram que
com a aproximacao da ovulacdo ocorre um aumento gradual e linear tanto da frequéncia dos
pulsos de secrecao quanto a média de concentracdo de LH. Rodrigues et al., 2002, quando
analisou a amplitude dos picos ndo observou diferenca em animais pré-plUberes e puberes,
conforme o resultado encontrado no presente trabalho. O aumento na amplitude de secrecao de
LH normalmente é esperado por ocorrer quando hd um aumento paralelo com a concentracao
estimada do horménio, no estudo nao houve nenhuma diferenca entre os dois pardmetros nos
grupos de animais que “ovulou” e “ndo ovulou”. Uma das teorias que podem explicar de os
parametros de frequéncia de pulsos/h e massa total secretada nos pulsos variarem juntos, seria
que a massa total secretada no pulsos altera sempre proporcionalmente a frequéncia dos
pulsos/h. No entanto, esses parametros sdo em geral analisados em designs de andlises que
retratam a progressao dos animais em meses (Rodrigues et al., 2002), ou entdo sio feitas em
intervalos curtos (a cada 15min por 10h), porém nao captam o momento pré-pico de secrecao de
LH antes da ovulacao (Cardoso et al., 2009).

Conclusodes

Os resultados sugerem que protocolos hormonais a base de P4 podem ser utilizados com
resultados satisfatérios em novilhas pré-plUberes da raca Gir e que a resposta ovulatéria ao
protocolo hormonal utilizado nesses animais nao esta relacionada com os niveis de LH secretados
ao longo dos momentos analisados, mas estd correlacionado com uma menor frequéncia de
secrecao pulsatil de LH e o potencial de secrecdo no momento dos pulsos. No entanto, maiores
estudos devem ser conduzidos para melhor entendimento da dindmica de secrecao pré pico de
LH, aumentando-se o nimero de animais para confirmar o perfil de secrecao diferencial da raca.
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Resumo: A industria brasileira de laticinios é uma das principais no setor de alimentacao e o leite
UHT tem ganhado importancia nas vendas de leite fluido. O objetivo deste estudo é entender a
precificacdo de atributos do leite fluido no mercado de Juiz de Fora — MG, observando os
prémios para as caracteristicas de embalagem e teor de gordura. O estudo utilizou um modelo de
precos hedénicos e verificou-se um prémio de 7,56% para o leite semidesnatado, 40,64 % para o
leite sem lactose e de 13,45% para leite em embalagem de tampa rosqueavel. Tais resultados
devem ser considerados pela inddstria de laticinios nas estratégias de portfélio de produtos.

Palavras-chave: UHT, pasteurizado, hed6nico, embalagens, gordura do leite

Pricing Attributes of Fluid Milk in Juiz de Fora City - MG: Hedonic Prices
Analisys

Abstract: The Brazilian dairy industry is one of the most important in the Brazilian Food Industry.
The UHT milk has increased market share in terms of fluid milk sales. This study aims to
understand pricing attributes of fluid milk in Juiz de Fora City located in Minas Gerais States. The
analysis was performed using the hedonic price model. A premium price was observed for low
fat milk (7,56%), lactose free milk (40,64%) and screw cap package (13,45%). The results
should be considered by the dairy industry in terms of portfolio strategy.

Key words: UHT, pasteurized, hedonic price model, packages, milk fat.

Introducao

O faturamento da industria de laticinios representou cerca de 15% do total da indUstria
brasileira de alimentos em 2016, ocupando assim a 3° posicdo entre os principais setores dessa
industria (ABIA, 2016). O leite UHT (Ultra High Temperature) representa cerca de 85% do
consumo brasileiro de leite fluido (ABLV, 2016). Parte da expansao do UHT se deve a praticidade
de armazenagem, pois essa tecnologia proporcionou aumento no tempo de prateleira do produto
(CARVALHO, 2010).

No Brasil o mercado de UHT é extremamente competitivo, as margens sao geralmente
baixas e as alterac6es no consumo de alimentos sdo dadas devido as modificacdes na renda e
nas preferéncias dos individuos - afetadas pela disponibilidade de novos produtos. De acordo
com Bimbo et al. (20186), estimar valores para as caracteristicas do leite UHT pode aumentar a
rentabilidade das empresas que operam nesse mercado. Segundo Lancaster (1966), a utilidade
do consumo de um bem heterogéneo pode ser descrita por um vetor de caracteristicas
mensuraveis que estdo associadas ao produto. Rosen (1974) alude que, consideradas as
suposicoes de competicdo perfeita e equilibrio, o modelo de precos hedbénicos é capaz de explicar
a magnitude dos atributos aditados ao bem. Isso permite conhecer o mercado e as relacdes entre
0 preco e as caracteristicas do produto (BROWN & ETHRIDGE, 1995).

Este estudo é pioneiro no Brasil e tem por objetivo entender, por meio do modelo de
precos hedoénicos, a precificacdo dos atributos do leite fluido no mercado de Juiz de Fora — MG.



Material e Métodos
Os dados utilizados neste trabalho sdo oriundos de um levantamento de campo referente aos
precos do leite fluido no municipio de Juiz de Fora. A coleta dos dados ocorreu no més de
dezembro de 2016 em 37 supermercados da cidade. A andlise dos resultados seguiu a
metodologia de precos hedénicos, com as devidas correcdes. As regides foram definidas de
acordo com os dados disponibilizados no site da prefeitura da cidade e as varidveis consideradas
encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo das variaveis

Variavel Obs ervacoes P’re.co P’re";o Descriciao da Variavel
Minimo Maximo

Preco 906 1,90 7.49 1L de leite UHT

Tipo de Embalagem

rosqueavel 672 1,99 7,49 Tampa Rosqueavel =1; outras =0

comum 121 1,90 3,99 Comum = 1; outras =0

abrefacil 22 1,99 2,99 Abre Facil = 1; outras =0

gplastica 19 3,79 4,99 Garrafa Plastica = 1; outras =0

splastico 72 2,19 4,89 Saco Plastico = 1; outros =0

Redes de Supermercado

supermais 92 1,99 6,99 Super Mais =1; outros =0

sales 22 1,99 7,49 Sales = 1; outros =0

villefort 15 2,06 3,39 Villefort = 1; outros =0

martminas 12 1,98 3,98 Mart Minas = 1; outros =0

makro 6 2,15 2,55 Makro = 1; outros =0

atacadao 10 1,99 3,19 Atacadao = 1; outros =0

carrefoursup 50 1,99 6,19 Carrefour = 1; outros =0

bretas 151 1,99 6,59 Bretas = 1; outros =0

bahamas 426 1,90 4,99 Bahamas = 1; outros =0

emporioba 122 2,19 4,99 Empo6rio Bahamas = 1; outros =0

Regiao da Cidade

central 353 1,90 6,59 Central = 1; outras =0

norte 172 1,90 6,99 Norte = 1; outras =0

sul 179 1,99 6,59 Sul=1; outras =0

leste 66 1,90 6,99 Leste = 1; outras =0

oeste 71 1,99 6,99 Oeste = 1; outras =0

nordeste 65 1,99 7,49 Nordeste = 1; outras =0

Nutrientes Adicionados

acidofolico 27 3,49 4,99 Acido Félico = 1; outros = 0

vitk 28 3,49 6,99 Vitamina K = 1; outras =0

vita 180 2,06 6,99 Vitamina A = 1; outras =0

vitb 1 27 3,49 4,99 Vitamina B1 = 1; outras =0

vitb2 16 3,49 4,99 Vitamina B2 = 1; outras =0

vitb6 16 3,49 4,99 Vitamina B6 = 1; outras =0

vitb12 16 3,49 4,99 Vitamina B12 = 1; outras =0

vitc 180 2,06 6,99 Vitamina C = 1; outras =0

vite 30 3,49 4,99 Vitamina E = 1; outras =0

vitd 228 2,06 6,99 Vitamina D = 1; outras =0

ferro 102 2,89 6,99 Ferro = 1; outros =0

zinco 68 2,89 6,99 Zinco = 1; outros =0

calcio 107 2,15 7,49 Calcio = 1; outros =0

Teor de Gordura e Lactose

semlactose 158 2,29 7,49 Sem Lactose = 1; outros =0

integral 428 1,90 6,99 Integral = 1; outros =0

desnatado 289 1,90 7,49 Desnatado = 1; outros =0

semidesnatado 189 1,90 6,99 Semidesnatado = 1; outros =0

Leite Pasteurizado

a 34 2,49 4,89 Tipo A = 1; outros =0

c 47 2,19 3.49 Tipo C=1; outros =0

As rotinas e testes foram realizados por meio do software estatistico Stata e o processo
de estimacao e especificacdo das equacdes seguiu o método MQO, utilizando-se do critério de
informacdo bayesiano (BIC) para a definicdo do melhor ajustamento. A presenca de
multicolinearidade foi verificada através do teste VIF (Variance Inflation Factor).



O preco do produto foi descrito conforme a equacéao (1):

Pj = f(Zj), (1)
Em que Z é o vetor de atributos dos j produtos e f(.) é a especificacdo da forma
funcional, implicando que o preco dos P produtos seja uma funcdo marginal dos Z atributos.
Seguindo a mesma modelagem adotada por Bimbo et al. (2016), a estimacao foi feita por meio
de um modelo semilogaritmico, que resultou na equacao (2):
Inpreco = a + B1 integral + 2 semidesnatado + B3 semlactose + B4 vitk + B5 ferro + B6
zinco + (7 célcio + B8 A + B9 rosqueavel + 10 comum + f11 gplastica + 12 splastico +
B13 oeste + 14 leste + 15 norte + B16 supermais + 17 atacadao + (18 bretas + (19
bahamas + 20 emporioba + g (2)

Para essa equacdo, o “produto caracteristico” foi definido pelo conjunto: leite desnatado,
embalagem comum, vitamina B2, regido nordeste e rede de supermercados Makro. Na equacéao
acima o preco do leite adota a forma logaritmica (Inpreco) e apresenta-se como funcédo das
caracteristicas adicionadas ao produto e da influéncia da rede de supermercados. A variavel “tipo
A", referente ao leite pasteurizado tipo A, foi incluida ao modelo por ser um produto de qualidade
superior encontrado em varios pontos de venda. Além disso, acrescer essa variavel e a variavel
“sem lactose” melhorou a especificacdo do modelo, por meio do teste BIC.

Modelos que visam explicar o impacto percentual na varidvel dependente por meio de
varidveis dummies necessitam de correcdo, pois a varidvel ndo esta diretamente relacionada a um
percentual. Desse modo, foram adotadas as correcdes propostas por Kennedy (1981) e Giles
(1982). Dessa forma, foi calculado o efeito marginal dos atributos no preco. A correcdo consiste
na equacao (4):
p= 100*[exp*(¢ — 1/2 V' (A) -1]. (4)

Em que ¢ é o coeficiente estimado por minimos quadrados ordinarios (MQO) e V{(c)
corresponde a variancia de ¢.

Resultados e Discussao
Dentre os atributos adicionados, o que conferiu maior &agio aos precos foi o ferro,
apresentando um prémio de 40,38%, sobre o leite sem adicdo de vitaminas (Tabela 2).

Tabela 2. Estimacao dos resultados

Varidvel B SE Efeito Relativo
(%)
integral 0,010 0,012 1,01
semidesnatado 0.0730%** 0,014 7,56
semlactose 0.34]1*** 0,014 40,64
vitk 0.287%** 0,033 33,15
ferro 0.339%%** 0,016 40,38
calcio 0.137%%* 0,018 14,61
a 0.410%** 0,032 50,61
rosqueavel 0.126% ** 0,015 13,45
gplastica 0.612%** 0,039 84,22
splastico 0.071%** 0,025 7,37
abrefacil -0,026 0,034 -2,60
oeste 0.033* 0,019 3,35
leste 0.080%** 0,021 8,32
norte -0.070%** 0,015 -6,79
supermais 0.050%** 0,023 5,14
atacadao -0.090* 0,049 -8,67
bretas -0.051*** 0,019 -5,03
bahamas -0.109% ** 0,016 -10,38
emporioba -0.099%* ** 0,020 -9,42
constante 0.874%* ** 0,020
R2 ajustado 0,736




O leite integral apresentou-se significativo apenas a 60% com um prémio de 1% sobre o
desnatado, enquanto o leite semidesnatado apresentou prémio de 7,56% sobre o desnatado,
denotando a ainda pouco expressiva modificacdo na atribuicdo de valor do consumidor juiz-
forano no que se refere ao teor de gordura presente nos alimentos.

No que tange as embalagens, a anélise conferiu maior prémio a garrafa plastica, 84,22%.
O segundo melhor prémio foi referente a caixa rosqueavel, que dentre as observadas foi a mais
frequente, presente em 74,2% do total.

Outro aspecto que merece ser comentado refere-se a segmentacdo de mercado. A regiao
da cidade que apresentou maior agio de precos foi a regido leste, que compreende apenas
supermercados da rede Bahamas e Super Mais. Por outro lado, o menor agio foi encontrado na
regido norte, onde se encontram seis das nove redes avaliadas, sendo que quatro realizam
vendas tanto em forma de atacado quanto varejo. Ademais, a rede de supermercados Bahamas
compreende 47 % das 906 observacdes, estando presente em todas as regioes da cidade.

Conclusodes

No mercado de Juiz de Fora, o Leite sem lactose apresenta um maior agio que aqueles
em que tal acucar esta presente, sendo este um mercado a ser explorado nas estratégias de
portfélio das empresas. Por meio do estudo observa-se que maiores prémios sao atribuidos ao
leite com embalagem de tampa rosqueavel e a garrafa plastica. Denotando que a praticidade
influi na aquisicdo do produto. Outro fato relevante é que alguns autores colocam a gordura do
leite como benéfica para a salde, podendo essa ser uma das explicacoes para o leite desnatado
apresentar desagio quando comparado aos demais.
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Resumo: As cigarrinhas-das-pastagens (Hemiptera: Cercopidae) causam prejuizos a producéo de
leite e carne, uma vez que estas comprometem a producdo de forrageiras. O uso de plantas
resistentes tem sido uma das alternativas promissoras no controle das cigarrinhas-das-pastagens.
Dessa forma, o objetivo desse estudo, foi avaliar clones melhorados de B. ruziziensis quanto a
resisténcia a Mahanarva spectabilis. Adotou-se o delineamento de blocos casualizados com 66
clones de B. ruziziensis com 5 repeticoes, além dos grupos controle. Cada vaso de 300 mL
infestado com 6 ovos, préximos a eclosao, de M. spectabilis foi vedado e, apds 40 dias realizou-
se a contagem de ninfas do inseto-praga sobreviventes. Os dados foram submetidos a anélise de
varidncia e comparada pelo teste de Scott Knott (P<0,05). Houve diferencas significativas na
média de sobrevivéncia ninfal de M. spectabilis nos diferentes clones de B. ruziziensis
(P=0,0001 e F=1,93), variando de 0% a 63,3%. As testemunhas B. brizantha e B. decumbens
confirmaram a resisténcia e suscetibilidade, respectivamente. Os clones que obtiveram valores
inferiores a 30%, que representam 51,52% do total de clones testados, confirmam a eficacia da
selecao para resisténcia as cigarrinhas apds ciclos sucessivos de intercruzamentos.

Palavras—chave: cigarrinha-das-pastagens, forrageira, resisténcia de plantas, antibiose.

Resistance to Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae) in
clones from Brachiaria ruziziensis population improved

Abstract: The spittlebugs (Hemiptera: Cercopidae) causes damage to production of milk and
meat, since they compromise the production of forage. The use of resistant plants has been one
of the promising alternatives in the control of spittlebugs. Thus, the objective of this study was
to evaluate improved clones of B. ruziziensis for resistance to Mahanarva spectabilis. A
randomized complete block design was used with 66 clones of B. ruziziensis with 5 replicates, in
addition to the control groups. Each 300 mL vase infested with 6 eggs, close to hatching, of M.
spectabilis, was closed and after 40 days the nymphal survival was evaluated. The data were
submitted to analysis of variance and compared by the Scott Knott test (P <0.05). There were
significant differences in the nymphal survival of M. spectabilis in the different B. ruziziensis
clones (P = 0.0001 and F = 1.93), from 0% to 63.3%. The clones that obtained values lower
than 30%, representing 51.52% of the total clones tested, confirm the efficacy of the selection
for resistance to the spittlebugs after successive selection cycles.

Keywords: spittlebugs, forage, pest resistance, antibiosis.

Introducao
O género Brachiaria se destaca dentre as forrageiras cultivadas pelo pais, principalmente
pela sua boa adaptacao a solos acidos e com baixa fertilidade. Dentro deste género, a Brachiaria

ruziziensis é a espécie mais utilizada nos sistemas integrados de cultivo. E também, a Unica
espécie de braquidria que possibilita a realizacdo de cruzamentos, e geracdo de variabilidade para



a selecao de plantas promissoras, por ser uma espécie totalmente sexual e diploide (SOUZA
SOBRINHO et al., 2009).

As cigarrinhas das pastagens (Hemiptera: Cercopidae) sao insetos que causam prejuizos
para a producdo de leite e carne, uma vez que estas comprometem a producdo de plantas
forrageiras, que é uma fonte de alimento bovino (PAULA MORAES, 2006; AUAD et al., 2011). O
uso de plantas resistentes tem sido uma das alternativas promissoras no controle das cigarrinhas-
das-pastagens, uma vez que o controle quimico dessa praga é ecolbégica e economicamente
inviavel.

Nesse sentido, a Embrapa Gado de Leite tem um programa de melhoramento de B.
ruziziensis, baseado na selecao recorrente intraespecifica. Nesse programa sao selecionadas as
plantas diploides de B. ruziziensis, anualmente, com a intencdo principal de incrementar a
produtividade, a qualidade da forragem e a resisténcia as cigarrinhas das pastagens. Assim,
objetivou-se avaliar clones melhorados de Brachaiaria ruziziensis quanto a resisténcia
Mahanarva spectabilis.

@ O

Material e Métodos

Adultos de M. spectabilis foram coletados no campo experimental da Embrapa Gado de
Leite, Coronel Pacheco, MG, transferidos para o Laboratério de Entomologia, onde foram
mantidos em plantas de B. ruziziensis, advindas da casa de vegetacdo da Embrapa Gado de Leite,
e alojadas em gaiolas de acrilico para a obtencdo de ovos. Esses foram transferidos para uma
camara climatizada (26 = 2 °C, 70 =+ 10% de Umidade Relativa e 12h de fotofase) até o
estadio S4, préximo a eclosao das ninfas.

Foram avaliados 66 clones de B. ruziziensis oriundos do terceiro ciclo de selecdo
recorrente do programa de melhoramento da Embrapa Gado de Leite. Como controle resistente
foi empregada a cultivar Marandu (B. brizantha), e como suscetivel a cultivar Basilisk (B.
decumbens).

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados completos, com cinco repeticdes e
parcelas de uma planta. De cada um dos materiais genéticos foram obtidas mudas por meio da
clonagem de estacas maduras, as quais foram cultivadas em copos de 300 mL, contendo
substrato a base de terra, areia e esterco (1:1:1). Por ocasido da implantacdo do experimento, as
plantas foram lavadas na superficie, com o objetivo de expor as raizes e facilitar a alimentacao
das ninfas. Os copos foram individualmente infestados com seis ovos do inseto em estagio S4
(préximo a eclosao das ninfas), e em seguida vedados com tampa e gase afim de evitar que as
ninfas fugissem apés a ecloséao.

Apdés 40 dias da deposicdo dos ovos foi realizada a contagem de ninfas de terceiro a
quinto instares sobreviventes. Os dados das porcentagens de sobrevivéncia de ninfas foram
submetidos a analise de varidncia e as médias foram comparadas pelo teste de Socott Knott
(P<0,05).

Resultados e Discussao

Houve uma variacao significativa na média de sobrevivéncia ninfal de M. spectabilis nos
diferentes clones de B. ruziziensis (P=0,0001 F=1,93), variando de 0% a 63,3%. Os controles
utilizados confirmaram os padroes de resisténcia (B. brizantha) e suscetibilidade (B. decumbens),
com médias de sobrevivéncia de 36,6% a 63,3%, respectivamente, concordando com relatados
de Auad et al. (2010).

Dos 66 clones de B. ruziziensis observou-se que 34 clones (51,52%), representados pelo
grupo com sobrevivéncia significativamente inferior (15,96%) pelo teste de Scott Knott, foram
desfavoraveis para o desenvolvimento das ninfas das cigarrinhas das pastagens (Figura 1), o que
evidencia serem plantas promissoras quanto a resisténcia por antibiose a espécie praga avaliada.
Essas plantas podem ser multiplicadas e intercruzadas para a continuidade do programa de
melhoramento. Importante ressaltar que alguns desses clones apresentam potencial produtivo
semelhante as melhores cultivares de Brachiaria disponiveis no mercado, indicando a
possibilidade de associar produtividade de forragem e resisténcia a M. spectabilis em B.
ruziziensis. Tal resultado é explicado pelo fato das plantas serem oriundas de ciclos anteriores de
selecao, evidenciando a atuacdo da selecao e aumento de alelos favoraveis para resisténcia a
cigarrinhas das pastagens.



Os demais clones avaliados foram agrupados pelo teste de Scott Knott, juntamente com
a testemunha suscetivel. Constatou-se nesse grupo que 40,91% (27 clones) (Figura 1)
proporcionaram sobrevivéncia ninfal, com valores entre as testemunhas resistentes e
susceptiveis, o que sugere ndo serem favoraveis em regides em que ha prevaléncia do inseto.
Porém, dentro desse grupo encontram-se aqueles com resisténcia intermediaria (30 a 50% de
sobrevivéncia) e suscetivel (acima de 50%), pela escala de Cardona (1999). No entanto, caso os
clones de resisténcia intermediaria tenham elevado potencial produtivo, os mesmos poderao ser
intercruzados com os clones desfavoraveis ao desenvolvimento do inseto praga.

Auad et al. (2010) em trabalho semelhante, selecionaram 5,6% e 19,1% do total das
plantas avaliadas, quanto a resisténcia a M. spectabilis, em conjunto de plantas sem selecéo
prévia para o inseto-praga, e em plantas advindas do 1° ciclo de selecdo respectivamente. No
presente trabalho 51,52% dos clones foram desfavoraveis ao desenvolvimento do inseto praga,
indicando haver ganhos com o passar dos ciclos de selecdo do programa de melhoramento. Tais
resultados, corroboram os obtidos por Ramalho et al. (2010) que relataram que, por intermédio
de ciclos sucessivos de avaliacoes e selecao, utilizando a selecdo recorrente, serd possivel o
incremento da frequéncia dos alelos favoraveis na populacao, com aumento da média fenotipica
da caracteristica em avaliacao.

Conclusdes
Os ciclos de selecdo visando a obtencdo de cultivares de B. ruziziensis resistentes a M.
spectabilis tem promovido o aumento do nimero de clones selecionados, confirmando a eficacia
da selecao para resisténcia as cigarrinhas.
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Figura 1. Média da sobrevivéncia ninfal (%) de M. spectabilis em clones do terceiro ciclo de

cruzamento do programa de melhoramento de B. ruziziensis.
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Resumo: A resisténcia aos antimicrobianos é um assunto complexo e um sério problema de
salde publica. O uso de antimicrobianos em medicina veterindria e como promotores de
crescimento e prevencdo de doencas na agricultura e pecuaria é muito intenso e estudos
recentes confirmaram a transferéncia de genes de resisténcia do animal para o homem.
Staphylococcus aureus é um patdégeno responsavel por toxi-infeccées alimentares, comumente
encontrado no leite e seus derivados. O objetivo do presente estudo foi estabelecer o fenétipo de
resisténcia de estirpes de Staphylococcus aureus isoladas de leite de vacas com mastite
subclinica. O fenétipo de resisténcia aos antimicrobianos foi avaliado pelo teste de difusdo em
agar com discos de antibidticos, de acordo com as recomendacdes do Clinical Laboratory
Standards Institute. Quarenta e dois por cento das estirpes foram susceptiveis a todos os
antimicrobianos testados; 39% foram resistentes somente a penicilina e 12% foram resistentes a
penicilina e tetraciclina, concomitantemente. Quatro estirpes apresentaram multirresisténcia e
nenhuma estirpe analisada apresentou resisténcia a meticilina. O percentual de resisténcia a
penicilina encontrado neste estudo foi semelhante ao relatado em outros estudos conduzidos
com S. aureus de mastite bovina no Brasil. Adicionalmente foi determinada a Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) das 21 estirpes que apresentaram resisténcia a tetraciclina pelo teste de
difusdo, utilizando-se tiras de Etest®. Destas, 15 estirpes foram resistentes, quatro estirpes
apresentaram resisténcia intermediaria e duas estirpes foram susceptiveis a tetraciclina pelo
Etest®. Os valores da CIM para tetraciclina nas estirpes resistentes variou de 16 a 32 yg/mL. As
estirpes intermedidrias apresentaram CIM de 8 ug/mL e as estirpes susceptiveis apresentaram
CIM de 0,125 ug/mL e 0,250 ug/mL.

Palavras—-chave: antibidticos, penicilina, resisténcia, tetraciclina, concentracéao inibitéria minima

Antimicrobial susceptibility of Staphylococcus aureus strains isolated from milk
of cows with mastitis

Abstract: Antimicrobial resistance is a complex issue and a serious public health problem. The
use of antimicrobials in veterinary medicine and as growth promoters and disease prevention in
agriculture and livestock farming is very intense and recent studies have confirmed the transfer
of resistance genes from animal to man. Staphylococcus aureus is a pathogen responsible for
food-borne infections, commonly found in milk and dairy products. The aim of the present study
was to establish the resistance phenotype of Staphylococcus aureus strains isolated from milk of
cows with subclinical mastitis. The antimicrobial resistance phenotype was evaluated by the disc
diffusion susceptibility test, according to the recommendations of the Clinical Laboratory
Standards Institute. Forty-two percent of the strains were susceptible to all antimicrobials tested,;
39% were resistant only to penicillin and 12% were resistant to penicillin and tetracycline,
concomitantly. Four strains showed multiresistance and no strain showed resistance to



methicillin. The percentage of resistance to penicillin found in this study was similar to that
reported in other studies conducted with S. aureus from bovine mastitis in Brazil. In addition, the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the 21 strains that showed resistance to tetracycline
were determined by Etest® strips. Of these, 15 strains were resistant, four strains showed
intermediate resistance and two strains were susceptible to tetracycline by Etest®. MIC values
for tetracycline in resistant strains ranged from 16 to 32 pg/mL. Intermediate strains had MICs of
8 ng/mL and susceptible strains had MICs of 0.125 pg/mL and 0.250 pg/mL.

Keywords: antibiotics, penicillin, resistance, tetracycline, minimum inhibitory concentration

Introducédo

O uso de antimicrobianos em animais de producao é um assunto de extrema importancia
e alvo de grande preocupacdo para a salde publica por causa da potencial selecao de resisténcia
aos antimicrobianos e a potencial transmissao de determinantes de resisténcia para a microbiota
humana (WENDLANDT et al., 2013).

Staphylococcus aureus é um agente etiolégico de mastite bovina frequentemente isolado
dos rebanhos leiteiros brasileiros (RABELLO et al., 2005; SANTIAGO-NETO et al., 2014). E um
patégeno responsdavel por toxi-infeccdes alimentares e comumente encontrado no leite e seus
derivados (SPANU et al., 2014; JAMALI et al., 2015). A origem da contaminacao dos produtos
lacteos com S. aureus pode ser o leite do animal com mastite causada pelo patdégeno, o
ambiente ou os manipuladores. Além do risco de causarem toxi-infeccdes alimentares, quando os
patégenos apresentam resisténcia aos antimicrobianos, as infeccbes podem ter o seu tratamento
dificultado (CDC, 2017). O objetivo do presente estudo foi estabelecer o fenétipo de resisténcia
de estirpes de S. aureus isoladas de leite de vacas com mastite subclinica.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido com 134 estirpes de S. aureus isoladas de leite de vacas com
mastite de rebanhos leiteiros das regibes Sul e Sudeste do Brasil. A resisténcia aos
antimicrobianos foi avaliada pelo teste de difusdo em agar com discos de antibiéticos, de acordo
com as recomendacdes do CLSI (2013a). As bactérias foram testadas com os seguintes
antimicrobianos (Oxoid, Hampshire, UK): penicilina G (10 Ul), ceftiofur (30 ug), cefalotina (30
ug), cefoxitina (30 ug), tetraciclina (30 wug), gentamicina (10 wg), eritromicina (15 ug),
clindamicina (2 ug), sulfonamidas 300 ug e trimetoprim/sulfametoxazol (25 ug). A estirpe S.
aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle de qualidade do teste.

Foi também determinada a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das estirpes resistentes
a tetraciclina utilizando tiras de Etest® (Biomérieux, Hazelwood, MO, USA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A estirpe S. aureus ATCC 29213 foi utilizada como controle do
teste. Os resultados dos testes de susceptibilidade foram comparados com os pontos de corte
descritos no documento VETO1-S2 (CLSI, 2013b).

Resultados e Discussao

Foi pesquisada a susceptibilidade de 134 estirpes de S. aureus a dez antimicrobianos.
Cinquenta e sete estirpes (42,5%) foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados.
Cinquenta e duas estirpes (39%) foram resistentes somente a penicilina. Dezesseis estirpes
(12%) foram resistentes a penicilina e tetraciclina, concomitantemente. Duas estirpes (1,5%)
foram resistentes somente a tetraciclina. Foi detectada ainda resisténcia a eritromicina (6
estirpes), clindamicina (3 estirpes) e sulfonamidas (1 estirpe). Quatro estirpes apresentaram
multirresisténcia, que é a resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos. Nenhuma estirpe
analisada apresentou resisténcia a meticilina, que foi testada com discos de cefoxitina.

Foi determinada a CIM (Etest®) das 21 estirpes que apresentaram resisténcia a
tetraciclina pelo teste de difusdo. Destas, 15 estirpes foram resistentes, quatro estirpes
apresentaram resisténcia intermediaria e duas estirpes foram susceptiveis a tetraciclina pelo
Etest®. Os valores da CIM para tetraciclina nas estirpes resistentes variou de 16 a 32 yg/mL. As
estirpes intermedidrias apresentaram CIM de 8 ug/mL e as estirpes susceptiveis apresentaram

CIM de 0,125 ug/mL e 0,250 ug/mL.



Totalizando, 73 estirpes (54,5%) deste estudo foram resistentes a penicilina,
percentagem semelhante a reportada por Rabello et al. (2005) e Santiago-Neto et al. (2014) em
Staphylococcus coagulase positivos isolados de rebanhos leiteiros dos estados do Rio de Janeiro
e Rio Grande do Sul. Dezesseis por cento das estirpes desse estudo apresentaram resisténcia a
tetraciclina, percentagem superior a reportada nos estudos citados acima.

Dezesseis  estirpes (12%) foram resistentes a penicilina e tetraciclina,
concomitantemente. Martini et al. (2017) também reportaram resisténcia concomitante a
penicilina e tetraciclina em um grande nimero de estirpes (88%) de S. aureus isoladas de leite de
vacas na Zona da Mata de Minas Gerais.

Nao foi detectada resisténcia a meticilina nas estirpes de S. aureus desse estudo, nem
tampouco em um estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa (SANTOS et al., 2016).
Entretanto, resisténcia a meticilina em S. aureus isolados de mastite bovina foi reportada
recentemente no Brasil por Guimaraes et al. (2017).

Conclusodes
O fendtipo de resisténcia apresentado com maior frequéncia pelas estirpes de S. aureus
estudadas foi o de resisténcia a penicilina, e o percentual de resisténcia a penicilina foi
semelhante aos relatados em outros estudos conduzidos com S. aureus de mastite bovina no
Brasil. Nenhuma estirpe analisada apresentou resisténcia a meticilina; quatro estirpes
apresentaram multirresisténcia, manifestada pela resisténcia concomitante a trés ou mais classes
de antimicrobianos.
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Resumo: O estado do Rio Grande do Sul (RS) apresenta caracteristicas peculiares de clima, solo,
cobertura vegetal e racas bovinas especializadas para producadao de leite, assim como a
disponibilidade de alimentos diversos para estes animais em relacao as demais regides do Pais.
Neste trabalho foi organizado um banco de dados contento a designacao dos alimentos regionais
do RS e as respectivas informagcbes sobre composicdao quimica e bromatolégica destes. A partir
deste banco de dados, foram confeccionadas tabelas de composicao quimica e bromatolégica de
alimentos regionais utilizados para gado de leite neste estado. Para tal, informacbes sobre 333
volumosos frescos, 107 de volumosos conservados, 36 coprodutos, 97 alimentos concentrados
e 11 minerais foram coletadas em revisdo bibliografica especifica do RS. Também foram
utilizadas 799 informacdes sobre andlises de alimentos diversos disponiveis no Laboratério de
Bromatologia e Nutricdo Animal da Embrapa Clima Temperado. Adicionalmente, para 36
forrageiras com alguma lacuna de informacdes sobre a bromatologia, foi conduzidas coletas no
RS e andlises de composicao quimica e digestibilidade no Laboratério de Andlise de Alimentos e
no Setor de Digestibilidade /n Vitro. A abrangéncia deste banco de dados indica que as atuais
tabelas de alimentos regionais do Rio Grande do Sul podem compor de forma apropriada uma
biblioteca de alimentos para formulacdo de dietas para gado de leite neste estado.

Palavras—chave: banco de dados, digestibilidade, valor nutritivo

Chemical and bromatological composition tables of regional feed for dairy cattle
in the Rio Grande do Sul State

Abstract: The State of Rio Grande do Sul (RS) presents peculiar characteristics of climate, soil,
vegetal cover and specialized breeds for milk production, as well as the availability of different
feed for these animals in relation to the other regions of the Country. In this work a database
was organized with the designation of several regional feed of RS and its respective information
of chemical and bromatological compositions. From this database, tables of chemical
composition and nutritional value of regional feed were produced to be used for dairy cattle in
this State. For this, information of 333 fresh forages, 107 preserved forages, 36 co-products, 97
concentrated feed and 11 minerals were collected in a specific bibliographic review of RS. It was
also used 799 information of various feed analyzes available at the Laboratory of Bromatology
and Animal Nutrition of Embrapa Temperate Agriculture. In addition, for 36 forages where there
was still a lack of information, samples were collected and analyzed for chemical composition
and digestibility in the Laboratory of Food Analysis and in the Sector of /n Vitro Digestibility of
Embrapa Dairy Cattle. The large range of this database indicates that the current tables of



regional feed for Rio Grande do Sul State can appropriately compose a feed library for
formulation of diets for dairy cattle in this State.

Keywords: database, digestibility, nutritional value

Introducao

A composicao quimica dos alimentos de uma regido é influenciada por fatores inerentes
ao cultivo, variedades, clima, condicdoes de solo, adubacdo, processamento e armazenamento.
Conforme Valadares Filho et al. (2017), a composicdo quimica dos alimentos é um dos fatores
determinantes do seu valor nutritivo, sendo de fundamental importancia esse conhecimento para
o estabelecimento de dietas adequadas aos animais.

O estado do Rio Grande do Sul, RS, encontra-se em regido de clima temperado, que
apresenta caracteristicas peculiares de clima, solo, cobertura vegetal, racas bovinas
especializadas para producado de leite, assim como a disponibilidade de alimentos diferentes em
relacdo as demais regides Pais. Pela inexisténcia de uma tabela especifica, completa e atualizada
de composicao de alimentos regionais, observa-se, no estado, a adocéo de valores existentes em
tabelas elaboradas em outros locais para a formulacdo das dietas. Neste trabalho pretendeu-se
organizar um banco de dados abrangente sobre composicées de alimentos regionais do RS e
confeccionar tabelas de composicdao quimica e bromatolégica de alimentos regionais utilizados
neste estado para embasar formulacdes de dietas para gado de leite.

Material e Métodos

Foram coletados dados de composicdo quimica e bromatolégica de alimentos utilizados
para bovinos disponiveis em artigos cientificos, dissertacdoes e teses de trabalhos executados
com coleta de dados no RS (alimentos regionais). Os dados foram organizados em um banco de
dados empregando planilha do Microsoft Excel de acordo com tipo de alimento: volumoso natural
(fresco), n = 333; volumosos conservados (feno ou silagem), n = 107; coprodutos, n = 36;
concentrados (energéticos e proteicos), n = 97 e minerais; n = 11. Foram ainda organizadas
799 informacdes de andlises de alimentos diversos disponiveis no Laboratério de Bromatologia e
Nutricdo Animal da Embrapa Clima Temperado. Por fim, para 36 forrageiras em que ainda havia
alguma lacuna de informacdes, foram conduzidas coletas e processadas anélises de composicéo
guimica e digestibilidade no Laboratério de Anélise de Alimentos e no Setor de Digestibilidade /n
Vitro da Embrapa Gado de Leite. Foram efetuadas anélises de matéria seca (MS) (AOAC, 1990;
método 930.15), proteina bruta (PB) pelo método Kjeldahl (AOAC, 1990; método 991.22),
extrato etéreo (EE) pelo processo Soxhlet (AOAC, 1990, método 925.38), cinzas (AOAC, 1990;
método 942.05), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) (Van Soest
et al., 1991), e digestibilidade in vitro de matéria seca e matéria organica (TILLEY & TERRY,
1963). Foram calculados contelddos de nutrientes digestiveis totais (NDT) (NRC, 2001) e
carboidratos nao fibrosos [CNF = 100 - (PB + EE + Cinzas + FDN)I.

Os dados devidamente organizados contidos neste banco foram utilizados para confeccao
das tabelas de composicdo quimica e bromatolégica de alimentos regionais para gado de leite no
estado do RS. Alguns alimentos foram agrupados por cultivar, por idade de colheita, dias de
rebrota, teores de determinado nutriente, proporcao de gréos etc.

Resultados e Discussao

Os dados de composicdo quimica e bromatolégica foram organizados em um banco conforme
exemplo que aparece na Figura 1, onde ha a identificacdo do alimento pelo nome comum em
ordem alfabética, pelo nome cientifico sempre que pertinente, seguidos pelos resultados das
andlises de composicdo. Destaca-se que véarios dos alimentos contidos neste banco néao
apresentam estimativas para todos os parametros que podem ser requeridos para formulacao de
dietas. Contudo, avalia-se que o uso parcial de informacdes mais realisticas sobre o potencial do
alimento para atender determinada exigéncia nutricional pode favorecer a confeccdo de dietas
mais ajustadas e eficientes para suportar certo nivel produtivo. Devido ao elevado nimero de
alimentos abordados neste estudo, o total de tabelas ndo pode ser aqui apresentado. Assim, a
Tabela 1 apresenta o exemplo para um alimento volumoso verde.
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Figura 1. Exemplo de organizacdo de dados no banco sobre alimentos regionais para gado de
leite no Estado do Rio Grande do Sul.

Tabela 1. Composicdo quimica e bromatolégica média da aveia preta (Avena strigosa), cultivar
IAPAR-61-IBIPORA
Média 20,5 Média 8,1 Média 91,9
MS % n 3 CZ% n 3 MO % n 3
s 5,1 s 3,1 s 3,1
Média 7,8 Média 63,1 Média 37,6
PB % n 3 FDN % n 3 FDA % n 3
s 1,9 s 6,4 s 4.1

Média 4,9 Média 32,7 Média 25,5
LIG% n 3 CEL% n 3 HEM % n 3
S 0,8 s 3,4 s 2,4

Média 31,2 Média 1,5 Média 19,4
FB% n 3 EE% n 3 CNF % n 3
s 3,4 s 0,2 s 2,2

Média 0,31 Média 0,25 Média 59,6
Ca% n 3 P% n 3 DMS % n 3
s 0,015 s 0,012 s 3,2

Média 61,5 Média 2,7 Média 2,2
NDT% | n 3 (MCaIEE/MS) n 3 (MCaEIIYI/MS) n 3
s 2,9 9 s 0,1 9 s 0,1

As diferencas marcantes entre regidoes do pais, especialmente as climaticas e aquelas
associadas aos sistemas de producdo tipicos de cada local, tém motivado a organizacdo de
tabelas regionais. Essas tabelas apresentam a composicdo de alimentos endémicos da regido e de
alimentos encontrados por todo o pais, mas cujos processos de producdo e armazenagem OuU USO
e andlise ocorreram naquela regido focalizada. Como exemplos desta abordagem, podem ser
citadas as Tabelas Nordestinas de Composicdo de Alimentos para Bovinos Leiteiros (NEVES et
al.,, 2014) e a possibilidade de “busca avancada” nas Tabelas Brasileiras de Composicao de
Alimentos para Bovinos — CQBAL 3.0 (VALADARES FILHO et al., 2017), onde estéa disponivel a
composicao dos alimentos por regido ou estado.

Conclusdes
A abrangéncia do banco de dados coletados em revisdo de bibliografia pertinente e
daqueles gerados nos laboratérios de bromatologia da Embrapa indica que as atuais tabelas de



alimentos regionais do Rio Grande do Sul apresentam representatividade para compor de forma
apropriada uma biblioteca de alimentos para formulacdo de dietas para gado de leite neste
estado, com possibilidade de ganhos em eficiéncia para os sistemas produtivos.
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Resumo: A informacdo e o uso adequado de tecnologias de precisdo podem ajudar o produtor a
coletar, medir e analisar dados para apoia-los na avaliacdo do desempenho da ordenha.
Cinquenta e sete vacas Girolando foram ordenhadas em equipamento com medidores de leite
eletrénicos, extrator automéatico e sistema de gerenciamento Alpro™ (Delaval, Estocolmo,
Suécia). Os dados do tempo total de ordenha, nimero de vacas ordenhadas/hora, producéo total
de leite, producado/ordenhador/hora, tempo de ordenha, producdo/vaca e o nimero de remocéao
automatica dos conjuntos de ordenha foram automaticamente fornecidos pelo software de
gerenciamento do sistema de ordenha. O experimento foi realizado durante 21 dias de acordo
com um esquema fatorial de 2 x 2 para avaliar os efeitos dos ordenhadores (A ou B) e da rotina
de ordenha (ndo padronizados ou padronizados). As comparacdes entre os tratamentos foram
realizadas com contrastes ortogonais e a significancia estatistica foi considerada quando
P<0,05. Os resultados mostraram interacdao entre ordenhador e procedimentos de ordenha
(P<0,05). Independentemente da rotina de ordenha, o ordenhador A apresentou resultados
superiores para a maioria dos pardmetros que avaliaram o desempenho do ordenhador (P<0,05).
Comparando ordenhadores separadamente, o ordenhador A melhorou os pardmetros de
desempenho para os procedimentos padronizados comparados com os procedimentos nao
padronizados (P <0,05), enquanto que nenhuma diferenca foi observada no desempenho do
ordenhador B (P=0,05). Esses resultados evidenciam a importancia do uso de tecnologias de
precisao para identificacdo de falhas nos procedimentos de rotina de ordenha e a importancia do
comprometimento do ordenhador para melhorar o desempenho na ordenha.

Palavras—chave: automacao, gerenciamento de dados, qualidade do leite, sistema de sensores,
saude do ubere

Information and precision technologies used for improving the milking routine
performance

Abstract: Most of Brazilian farmers are not able to identify the impact of the milking routine
procedures on the milking performance, usually because the information required is not ready
available. Thus, the information and precision dairy technologies usage can help the farmer to
collect, measure and analyze the data to support them on this subject. Fifty seven dairy
crossbred Holstein x Gyr cows were milked in a double-4, herringbone parlor, fitted with
electronic milk meters, automatic cluster remover and Alpro™ Dairy Manager System software
(DelLaval, Stockholm, Sweden). Data of total milking time, number of cows milked/hour, total



milk production, milk yield/milker/hour, milking cluster attachment time, milk yield/cow, and
number of automatic milking cluster removal was automatically provided by the milking system
software. The experimental was performed during 21 days according to a factorial 2 x 2 design
to evaluate milker (A or B) and milking routine (non-standardized or standardized) effects.
Comparisons among treatments were conducted with orthogonal contrasts and statistical
significance was considered at P<0.05. The results showed interaction between milking routine
procedure and milker factors (P<0.05). Within both milking routine, the Milker A showed better
performance for most milker performance parameters compared to Milker B (P<0.05). Within
milker, the Milker A improved the milker performance parameters to the standardized compared
to non-standardized milking routine procedures (P<0.05), whereas no difference were observed
within Milker B (P=0.05). These results highlight the importance of precision dairy technologies
usage to identify failures in the milking routine procedures, and hence improve the milking
performance once the milker is committed to the procedures improvement.

Keywords: automation, data management, milk quality, sensors system, udder health

Introducao

Os produtores estdo cada vez mais familiarizados com a adocdo das tecnologias de
pecudria leiteira de precisdo disponiveis em alguns sistemas de ordenha (BORCHERS & BEWLEY,
2015) e motivos de sua adocao incluem a utilidade das informacdes do sistema de
gerenciamento para a tomada de decisoes confidveis e a reducédo do trabalho de ordenha.

O uso de equipamentos de ordenha integrados com sistemas de gerenciamento de
sensores e rebanhos estd aumentando nas fazendas leiteiras brasileiras. Esses sistemas de
ordenha permitem verificar dados individuais de ordenha e parametros de desempenho, como o
tempo total gasto para ordenhar cada vaca, incluindo os horarios de inicio e término, tempo de
colocacdao do conjunto de ordenha, uso de remocdo automatica ou manual do conjunto de
ordenha, producao de leite/vaca, entre outros. Para Borchers e Bewley (2015), os pardmetros de
producao associados aos econdmicos podem ajudar o gerente da fazenda a identificar pontos
falhos durante a rotina de ordenha que geralmente leva a ineficiéncia na producao e nos custos
trabalhistas. No presente objetivou-se avaliar os parametros de desempenho da ordenha,
comparando rotinas padronizadas e nao padronizadas e o trabalho de dois ordenhadores, pelo
uso das tecnologias de precisdo disponiveis no préprio sistema de ordenha.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Complexo Multiusuario de Bioeficiéncia e
Sustentabilidade da Pecuéria, na Embrapa gado de leite, em Coronel Pacheco/MG. Cinquenta e
sete vacas da raca Girolando foram alojadas em um galpéao tipo free-stall. As ordenhas ocorreram
pela manha, entre as 06h00 e as 08h00, e nas tardes, entre as 14h00 e as 16h00. Foi utilizada
uma ordenha duplo quatro, linha baixa, equipado com medidores de leite eletrébnicos MM27,
controladores MPC 580/680, extrator automético de teteiras (ACR) e software Alpro™ Manager
System (Delaval, Estocolmo, Suécia).

Os tratamentos diferiram nas etapas da rotina de ordenha realizadas. A rotina de ordenha
ndo padronizada foi realizada sem uma sequéncia repetida e o uso do ACR foi determinado
livremente por cada ordenhador. A rotina padronizada foi implementada no dia seguinte ao dia de
treinamento dos ordenhadores ao novo procedimento de rotina de ordenha. A rotina de ordenha
padronizada consistiu em seguir passos fixos a partir da primeira a Gltima vaca, onde um lado da
sala de ordenha teve a rotina terminada antes de iniciar o lado oposto, da seguinte maneira: (l)
teste da caneca e pré-imersao de todas as tetas com desinfetante, seguindo da primeira a dltima
vaca do mesmo lado do fosso de ordenha; (ll) retorno a primeira vaca e secagem dos tetos e
colocacao do conjunto de ordenha, continuando para as préximas vacas; (lll) uso obrigatério do
ACR e uma vez que o conjunto de ordenha foi removido automaticamente, as tetas foram
imediatamente pré-imersas em uma solucao de iodo. As informacdes fornecidas pelo software do
sistema de ordenha com base nos sistemas de sensores foram: (A) tempo total de ordenha/dia;
(B) numero de vacas ordenhadas/hora; (C) producdo total de leite; (D) kg de
leite/ordenhador/hora; (E) tempo de colocacdo do conjunto; (F) producdo e leite/vaca; e (G)
numero de remocao automatica/manual do conjunto de ordenha. Cada tratamento teve os dados
registrados e analisados por 21 dias.



Os dados foram analisados em esquema fatorial 2 x 2 completamente aleatorizado, com
o efeito fixo dos tratamentos (rotina de ordenha, ordenhador e rotina de ordenha x ordenhador) e
o efeito aleatério da coleta didria de dados. As comparacdes entre os tratamentos foram
realizadas com contrastes ortogonais, que incluiram uma comparacao geral entre procedimentos
de rotina de ordenha e ordenhadores. Foi verificada a associacado entre varidveis pelo coeficiente
de correlacdo de Pearson. Significancia estatistica foi considerada quando P<0,05.

Resultados e Discussao

Os resultados mostraram interacdo entre o procedimento de rotina de ordenha e ordenhador (P
<0,05), indicando que os resultados para cada procedimento de rotina de ordenha foram
influenciados pelos resultados do ordenhador (Tabela 1). Na comparacdo entre rotinas de
ordenha, o ordenhador A mostrou tempos de ordenha e de colocacdao do conjunto menores e
maiores valores para nimero de vacas ordenhadas/hora e kg de leite/ordenhador/hora (P<0,001)
em comparacao com o ordenhador B. A rotina de pré-ordenha apresenta grande influéncia sobre
o reflexo de ejecdo do leite (BRUCKMAIER E BLUM, 1996), o qual, por sua vez, tem o tempo de
colocacdo do conjunto como um importante pardmetro envolvido na medida da eficiéncia da
rotina de ordenha (Rasmussen et al., 1990). Além disso, encontrou-se uma alta correlacéo
positiva entre o tempo de colocacdo do conjunto de ordenha com o tempo total de ordenha
(r=0,91, P<0,01), e inversamente ao nimero de vacas ordenhadas/hora (r=-0,94, P<0,01) e a
Kg de leite/ordenhador/hora (r=-0,92, P<0,01). Os resultados de correlacdo explicam a
importancia do tempo de colocacdo do conjunto de ordenha para o desempenho geral da
ordenha.

Tabela 1. Resultados médios dos pardmetros de desempenho da ordenha e producao, por tipo de
rotina de ordenha (RO) e ordenhador (O)

Rotina de ordenha/ordenhador EPM Valor de P
Item ONP oP RO x
OA OB OA OB RO 0 g
Ndmero de vacas ordenhadas/dia 2 113 115 114 105 0,98 NS NS NS
Tempo total de ordenha/dia(min)’ 235 266 204 279 7 NS *** *
Namero de vacas ordenhadas/hora’ 29 26 34 23 0,99 NS *** * ¥
Total de leite produzido/dia (kg)? 1,098 1,104 1,704 1,038 12,11 NS NS NS
kg de leite/ordenhador/hora’ 281 249 324 223 9,37 NS *** *
Tempo de coloca1g:ao do conjunto 162 217 94 295 14 v wxx N
de ordenha (seg)
Numero (11e remocao automatica do 35 106 109 101 11 % NS %
conjunto
'Parametros de desempenho; *parametros de producdo. ONP = ordenha com procedimentos ndo
padronizados, OP = ordenha com procedimentos padronizados, AO = ordenhador A, OB =

ordenhador B, RO = rotina de ordenha, O = ordenhador. NS = Nao Significativo; * P <0,05;
** P <0,01; *** P <0,001.

O ordenhador A mostrou melhor desempenho para o tempo de colocacdo do conjunto
(P=0,02) e nimero de remocdes automaticas do conjunto (P=0,04) para a rotina padronizada
em comparacdo com a nao padronizada. Os tempos de colocacédo do conjunto de ordenha para o
ordenhador A diminuiram de 162 para 94 segundos, comparando o periodo anterior e posterior
ao dia de treinamento ao novo procedimento de rotina de ordenha, respectivamente (Tabela 1).
Nielsen & Rasmussen (1987) encontraram um intervalo de 60 a 90 segundos desde o inicio da
preparacao do Ubere até a colocacdo do conjunto como 6timo, o que estd de acordo com este
estudo. Isso representa grande impacto para a economia da fazenda. Este tipo de avaliacdo é
essencial para as decisGes estratégicas quanto a escolha do perfil do funcionéario e da avaliacéo
do desempenho. Outro importante parametro de desempenho do ordenhador diz respeito ao
numero de remocao automatica do conjunto. Um dispositivo ACR tende a melhorar a saide do
Ubere, diminuindo a sobre ordenha (RASMUSSEN, 1993). O nimero de remoc¢cdes do conjunto
para o ordenhador A aumentou de 35 para 109 remocdes automaticas (P<0,05) comparando o
procedimento de rotina de ordenha nao padronizado com padronizado, respectivamente. Nao
foram observadas melhorias para o ordenhador B aos parametros acima mencionados (P=0,05),



uma vez que os tempos de colocacdo do conjunto de ordenha aumentaram de 217 para 225
segundos e o numero de remocdo de conjuntos diminuiu de 106 para 101 remocodes
automaticas, respectivamente. Esses resultados mostraram forte interacdo (P<0,01) dos fatores
de tratamento, em que a vontade do ordenhador para mudar para uma nova rotina de ordenha
pode ser determinante para o sucesso do desempenho da ordenha como um todo. Os parametros
de producdo como numero de vacas ordenhadas e producado total de leite ndo apresentaram
diferenca (P=0,05) na comparacao entre rotinas de ordenha.

O uso de tecnologias de pecudria de precisdo, conforme descrito neste estudo, torna a
identificacdo de problemas no procedimento de rotina de ordenha menos laboriosa e mais
confidvel. Essas tecnologias permitem ao produtor assumir o controle (proativamente) da
operacdo, tomar decisdes mais rapidas (em tempo real), visando aumentar o desempenho
bioecondmico do sistema produtivo.

Conclusodes
O uso de informacdes e tecnologias de pecudria leiteira de precisdo pode ajudar os produtores a
identificar desvios nos procedimentos de rotina de ordenha e, portanto, melhorar o desempenho
na rotina de ordenha com a adocdo de procedimentos padronizados. No entanto, o sucesso de
qualquer nova adocdo de rotina de ordenha depende da vontade do ordenhador de mudar os
velhos hébitos.
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Resumo: Nos sistemas integrados de producdo o sombreamento imposto pelo componente
arbéreo ou pelas lavouras pode afetar o estabelecimento e crescimento de forrageiras, em funcéao
da maior ou menor disponibilidade da radiacdo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
toleréncia de clones melhorados de B. ruziziensis ao sombreamento. Foram avaliados 28 clones
de B. ruziziensis mais duas testemunhas (cultivares Marandu e Basilisk), em delineamento de
blocos casualizados completos em esquema fatorial (30 x 2). As plantas foram avaliadas sob sol
pleno e também sob sombreamento (50% de restricdo da luminosidade). Os resultados das
andlises de varidncia mostraram diferencas significativas entre clones para todas as
caracteristicas consideradas, evidenciando a existéncia de variabilidade genética dentro de B.
ruziziensis para a tolerdncia ao sombreamento. Também foi verificado efeito significativo da
condicdo de cultivo das plantas, mostrando que o sombreamento afeta o desenvolvimento das
plantas. Por outro lado, as interacdes entre clones e condicdo de cultivo ndo foram significativas,
indicando que o desenvolvimento dos clones de B. ruziziensis é consistente no sol e na sombra.
Os clones 764, 682, 93, 694 e 696 apresentaram desempenho superior e poderao ser utilizados
dentro do programa de melhoramento visando a obtencao de materiais genéticos mais adaptados
as condicoes de cultivo onde haja restricdo de luminosidade.

Palavras—-chave: melhoramento genético, sistema silvipastoril, restricdo de luminosidade, sombra
Tolerance of Brachiaria ruziziensis clones to shading

Abstract: In the integrated systems of production the shading imposed by the tree component or
by the crops can affect the establishment and growth of fodder, due to the greater or less
availability of the radiation. The objective of the present work was to evaluate the tolerance of B.
ruziziensis improved clones to shading. Twenty eight clones of B. ruziziensis plus two controls
(Marandu and Basilisk cultivars) were evaluated in a complete randomized block design in a
factorial scheme (30 x 2). The plants were evaluated under full sun and also under shading (50%
of restriction of luminosity). The results of the analysis of variance showed significant differences
between clones for all the considered characteristics, evidencing the existence of genetic
variability within B. ruziziensis for the tolerance to shading. Also significant effect of the
condition of cultivation of the plants was verified, showing that the shading affects the
development of the plants. On the other hand, interactions between clones and culture condition
were not significant, indicating that the development of B. ruziziensis clones is consistent in sun
and shade. Clones 764, 682, 93, 694 and 696 presented superior performance and could be
used within the breeding program to obtain genetic material more adapted to the conditions of
cultivation where there is a restriction of luminosity.

Keywords: genetic enhancement, restriction of brightness, shadow, system silvipastoril
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Grande parte das areas das pastagens brasileiras apresenta algum nivel de degradacao, o
que contribui para a reducdo da produtividade animal. Uma alternativa de intensificacdo da
exploracdo da terra é a integracao entre lavouras, pecuéria e floresta (ILPF). Dentro da ILPF, os
sistemas silvipastoris (SSP) visam otimizar o uso da energia solar, a conservacdo da umidade do
solo e a reciclagem de nutrientes através do uso sustentavel da terra e dos recursos naturais por
meio da associacado natural ou planejada de pastagens com espécies arbéreas. Tal modo segue
uma tendéncia chamada “Pecudria Ecolégica” resultado da atual e crescente preocupacao
ambiental (FERNANDES, 2015). Entretanto, o sombreamento imposto pelo componente arbdreo
pode afetar o estabelecimento e crescimento de forrageiras, em funcdo da maior ou menor
disponibilidade da radiacao.

As forrageiras tropicais estdo adaptadas a ambientes com disponibilidade de luz
constante e o sombreamento seja parcial ou ndo pode afetar diretamente a sua produtividade
(CARVALHO, 1998). Apesar de o ambiente influenciar a produtividade de forrageiras, a
adequacao do cultivo, principalmente de Brachiaria (Trin.) Griseb (sin. Urochloa P. Beauv)
(SHIRASUNA, 2015) se deve eminentemente a sua excelente adaptabilidade a diversos sistemas
de producao e condicdes edafoclimaticas. De acordo com Dias (2002) a B. ruziziensis apresenta
grande plasticidade fenotipica e tolerdncia ao sombreamento. Além do mais, conforme Souza
Sobrinho e Benites (2016) esta espécie forrageira apresenta grande variabilidade genética para a
maioria das caracteristicas de importancia forrageira. Assim sendo, essa variabilidade genética
pode ser explorada visando a identificacdo e selecdao de plantas mais tolerantes ao
sombreamento, tornando-a mais adaptada aos sistemas integrados de producao (ILPF).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a tolerdncia de clones melhorados de B.
ruziziensis ao sombreamento.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, Minas Gerais,
utilizando um telado coberto por sombrite (restricdo da luminosidade de 50%). Foram avaliados
28 clones de B. ruziziensis mais duas testemunhas (cultivares Marandu e Basilisk,
respectivamente B. brizantha e B. decumbens), em delineamento de blocos casualizados
completos em esquema fatorial (30 x 2). As plantas foram avaliadas sob sol pleno e também sob
sombreamento (50% de restricao da luminosidade). As plantas de cada um dos materiais
genéticos foram clonadas por meio de estacas maduras para a obtencao de mudas que foram
cultivadas em vasos de 5 L contendo substrato a base de terra, areia e esterco (1:1:1).

Procedeu-se a realizacdo de um corte de uniformizacdo cerca de 60 dias apds a
implantacdo do experimento (junho de 2016). O corte de avaliacdo ocorreu no final de outubro,
quando as plantas apresentavam 45 dias de crescimento. Foram mensuradas a altura das plantas
(base do vaso até o topo da planta), e o vigor (notas variando de 1 a 5, onde 1 corresponde a
plantas com baixo vigor, e 5 a plantas muito vigorosas) das plantas e o peso verde da forragem
(corte a 10 cm de altura).

Os dados foram submetidos a andlise estatistica e as médias foram comparadas por meio
do teste de Scott-Knott (SK).

Resultados e Discussao

Os resultados das anélises de varidancia mostraram diferencas significativas entre clones para
todas as caracteristicas consideradas, evidenciando a existéncia de variabilidade genética dentro
de B. ruziziensis para a tolerancia ao sombreamento. Também foi verificado efeito significativo da
condicdo de cultivo das plantas, mostrando que o sombreamento afeta o desenvolvimento das
plantas. Por outro lado, as interacdes entre clones e condicdo de cultivo ndo foram significativas,
indicando que o desenvolvimento dos clones de B. ruziziensis é consistente no sol e na sombra.
Assim sendo, os resultados deste trabalho serao apresentados com base nas médias gerais (sol e
sombra) dos clones.

A altura média das plantas foi de 52 cm, variando de 33 a 62 cm. As médias dos clones
de B. ruziziensis foram separadas em quatro grupos distintos pelo teste de Scott-Knott, sendo os
que 13 clones mostraram-se tdo altos quanto as testemunhas (56 cm) com média de 58 cm de
altura das plantas.

A amplitude de variacdo para as notas de vigor foi de 2,54 correspondendo a 80,6% da
média geral para essa caracteristica. Os clones foram agrupados em 3 conjuntos distintos pelo



teste de Scott-Knott, com destaque para o clone 764 que apresentou nota de vigor (4,46)
estatisticamente igual a cultivar Basilisk (4,67). Os clones 42, 69, 768, 767, 694 e 107 foram
aqueles que obtiveram piores notas de vigor das plantas, com média de 2,45.

Em relacdo ao peso verde de forragem, a amplitude de variacdo das médias dos clones foi
de 44,5 g/planta que representa 87,8% da média geral de todos os genétipos avaliados. Apesar
dessa grande variacdo entre as médias e a deteccao de diferencas significativas pelo teste F da
andlise de variadncia, o teste de Scott-Knott ndo foi capaz de separar as médias em grupos
distintos. De qualquer forma, observaram-se clones com produtividade de forragem semelhante
as cultivares Marandu e Basilisk, que sao as principais cultivares de braquidria cultivadas no
Brasil (SOUZA SOBRINHO; BENITES, 20186).

Considerando-se as condicGes de cultivo, de forma geral as plantas mostraram-se mais
altas e com maior peso verde da forragem em sol pleno. Esses resultados confirmam a maior
adaptacdo das braquidrias, que sdo espécies tropicais, ao cultivo em ambientes com
disponibilidade de luz constante e que o sombreamento seja parcial ou ndo pode afetar
diretamente a sua produtividade (CARVALHO, 1998). Apresentaram maiores notas de vigor
quando cultivadas sob a sombra. Estas notas de vigor mais altas na sombra provavelmente se
devem as folhas mais largas e o verde mais intenso que ocorre quando as plantas sdo cultivadas
nessas condicoes.

Considerando-se todas as caracteristicas avaliadas, observa-se que os clones 764, 682,
93, 694 e 696 apresentaram desempenho superior e poderado ser utilizados dentro do programa
de melhoramento visando a obtencdo de materiais genéticos mais adaptados as condicbes de
cultivo onde haja restricao de luminosidade.

Conclusdes
Apesar da producao de forragem e a altura de plantas de B. ruziziensis serem maiores no sol do
que na sombra, conclui-se que existe variabilidade genética dentro de B. ruziziensis para a
tolerancia ao sombreamento e através disso é possivel identificar e selecionar clones mais
tolerantes a essa condicao.
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Resumo: Vinte e dois acessos de Paspalum foram avaliados em casa de vegetacdo visando
triagem para futuro estudo quanto a divergéncia nutricional. Os dados foram analisados
considerando efeito fixo de acessos e aleatério de unidade experimental. Para o indice de
germinacao considerou-se ainda a época de plantio como efeito aleatério. As comparacdes entre
acessos foram feitas pelo teste de agrupamentos de Scott-Knott (P<0,05) e foi calculado o
coeficiente de correlacdo de Spearman entre as varidveis. Foram verificadas diferencas entre
acessos quanto ao peso de 100 sementes e indice de germinacao, com a formacdo de 15 e nove
agrupamentos de acessos e variacoes de 70,9 a 499,1 mg e 1,7% a 94,3%, respectivamente.
Aos 45 dias apdés o plantio, o teor de matéria seca (MS) da parte aérea diferiu entre dois
agrupamentos de acessos, com o menor teor de 13,5% a 18,5% e o maior de 19,1% a 22,8%.
Foram observados seis agrupamentos distintos para o acimulo diario de MS em parte aérea por
planta, com a média mais elevada de 3,1 mg/d obtida pelo BGP 15 e as médias mais baixas, de
1,2 e 1,3 mg/d, obtidas pelos BGP 341 e 227. O acUmulo diadrio de MS foi positivamente
correlacionado ao peso das sementes (p=0,32; P<0,01). O BGP 258 apresentou as plantas mais
altas, 37,8 cm, e as mais baixas foram notadas para os BGP 148, 205 e 227, com médias de
16,1 a 16,8 cm. Os BGP 258 e 248 apresentaram folhas mais compridas, médias de 29,2 e
29,6 cm, e os BGP 227 e 148 folhas mais curtas, 11,2 e 11,8 cm. Ja as folhas mais largas
foram notadas para o BGP 6, 1,86 cm, e as mais estreitas para o BGP 341, 0,36 cm. Devido ao
baixo indice de germinacao, indica-se a exclusdo do acesso BGP 341 para estudos subsequentes.
A ampla variacdo nos componentes da parte aérea pode favorecer a ocorréncia de divergéncias
entre agrupamentos destes acessos quanto ao valor nutritivo.

Palavras—chave: acimulo de matéria seca, caracterizacdo da parte aérea, indice de germinacéao

Screening of accessions of the genus Paspalum in greenhouse for evaluation of
nutritional divergence of forages

Abstract: Twenty-two accessions of Paspalum were evaluated in greenhouse for screening to
compose a future study about nutritional divergence. Data were analyzed considering the fixed
effect of accessions and experimental unit as random effect. For the germination index, the
planting period was additionally considered as a random effect. Means were compared using the
Scott-Knott test (P<0.05) and Spearman correlation coefficient was calculated between
variables. There were differences between accessions for weight of 100 seeds and germination
index, with 15 and 9 clusters of accessions and variations of 70.9 to 499.1 mg and 1.7% to



94.3%, respectively. At 45 days after planting, dry matter (DM) content of the aerial part
differed between two clusters of accessions, the lowest content was from 13.5% to 18.5% and
the highest from 19.1% to 22.8%. Six distinct clusters of accessions were observed for daily
accumulation of DM in aerial part, the highest mean of 3.1 mg/d was obtained by BGP 15 and
the lowest, 1.2 and 1.3 mg/d, were obtained by accessions BGP 341 and 227. Daily DM
accumulation was positively correlated to seed weight (p=0.32, P<0.01). BGP 258 presented
highest plants, 37.8 cm, and the lowest plants, from 16.1 to 16.8 cm height, were noted for
BGPs 148, 205 and 227. Accessions BGP 258 and 248 presented the longest leaves, 29.2 and
29.6 cm, and BGP 227 and 148 the shorter leaves, 11.2 and 11.8 cm. Wider leaves were
observed for BGP 6, 1.86 cm, and the narrower for BGP 341, 0.36 cm. Due to the low
germination index, it is indicated the exclusion of BGP 341 for subsequent studies. The large
variation for components of aerial part may favor occurrence of divergences between clusters of
these accessions on nutritive value.

Keywords: aerial part characterization, dry matter accumulation, germination index

Introducao

A ampla adaptacado de gramineas do género Paspalum a diversos ecossistemas faz com
que ocorra naturalmente nas diferentes regides do Pais. O fato das espécies deste género
comporem ecossistemas nativos, associado a sua grande variabilidade intra e interespecifica e a
necessidade de reducdo dos perigos decorrentes da vulnerabilidade genética por extensas areas
cobertas por nimero restrito de cultivares de forrageiras exéticas avalizam a importancia das
espécies de Paspalum para emprego em pastagens cultivadas (BATISTA & GODOY, 2000) e tém
promovido os programas de melhoramento de forrageiras com este género.

Com foco na producao animal, as informacdes sobre valor nutritivo devem ser incluidas
como variaveis discriminatérias para a selecao de gendtipos nos programas de melhoramento de
forrageiras e os estudos sobre a divergéncia nutricional tém sido indicados para esta finalidade
(AZEVEDO et al., 2003). Conduto, avaliacbes dos descritores reprodutivos, vegetativos e
agrondmicos devem preceder os estudos sobre valor nutritivo, uma vez que direcionam a triagem
de gendtipos mais aptos para a producao vegetal. Objetivou-se com este estudo fazer a triagem
de acessos de graminea do género Paspalum em casa de vegetacao com vistas a conducao de
estudo posterior abordando a divergéncia nutricional das suas forragens.

Material e Métodos

Vinte e dois acessos de graminea do género Paspalum oriundos do banco ativo de
germoplasma da Embrapa Pecuéaria Sudeste tiveram trés conjuntos de 100 sementes pesadas em
balanca analitica de precisdo (Shimadzu modelo AUY220, Shimadzu do Brasil, Barueri/SP). Para
cada um dos acessos, 0s trés conjuntos de 100 sementes tiveram as sementes individualmente
depositadas em células de 12,5 mL de bandejas plasticas contendo substrato para producédo de
mudas (Carolina IlI, Carolina Soil do Brasil, Pardinho/SP). Dois plantios foram conduzidos nos
meses de fevereiro e abril de 2017 utilizando-se casa de vegetacao do Campo Experimental José
Henrique Bruschi da Embrapa, em Coronel Pacheco/MG.

A germinacdo das sementes foi acompanhada diariamente por 28 dias e foi considerado o
resultado por bandeja para gerar o indice de germinacdo. Aos 45 dias ap6s o plantio, foram
coletadas 10 plantas de cada badeja, as partes aéreas foram individualmente medidas em
comprimento, pesadas e separadas em folhas e hastes. As folhas foram medidas em
comprimento e largura. Apés a pesagem, a parte aérea foi seca em estufa de ventilacdo forcada
a 55-60 °C até peso constante, com posterior analise do conteido de MS (AOAC, 1990; método
numero 930.15). Peso e MS da parte aérea foram utilizados para céalculo do acimulo de MS.

Os dados foram analisados considerando o efeito fixo de acesso (n = 22) e efeito
aleatério de unidade experimental n = 3 (bandejas de cultivo). Para o indice de germinacao,
considerou-se ainda o periodo de plantio (n = 2) como efeito aleatério. A significancia estatistica
foi considerada quando P<0,05 e, neste caso, os acessos foram comparados pelo teste de
agrupamentos de Scott-Knott (P<0,05). Adicionalmente, foi verificada a associacdo entre
variaveis pelo coeficiente de correlacdo de postos de Spearman.



Resultados e Discussao

O peso de 100 sementes variou entre os acessos, com a formacao de 15 agrupamentos
distintos (P<0,05). As médias mais baixas de 70,1 e 77,5 mg situaram abaixo do valor minimo
correspondendo a 151 mg observado por Lopes et al. (2017), enquanto a atual média mais alta
de 499,1 mg foi similar a mais alta correspondente a 479 mg observado por esses autores. Nao
houve efeito de época de plantio sobre o indice de germinacédo (P=0,16), mas foi notada ampla
variacdo na germinacao das sementes dos varios acessos, com formacao de nove agrupamentos
(P<0,05) e médias extremas, como o mais baixo indice de 1,7% de germinacdo para as
sementes do acesso BGP 341 e o mais alto de 94,3% para o BGP 98 (Tabela 1). Entre os fatores
que influenciam negativamente a germinacdao das sementes de forrageiras destaca-se a
proporcao de sementes vazias. Contrariando este fato, neste estudo foi verificada correlacéo
negativa de peso das sementes com indice de germinacao (p=-0,24; P<0,01), o que pode ser
explicado pela classificacdo prévia das sementes ora utilizadas. Baixos indices de germinacao,
como aqueles inferiores a 15% relatados por Scheffer-Basso et al. (2007), é um dos entraves
para implantacao de pasto cultivado com Paspalum. Logo, a selecdo de acessos cujas sementes
apresentam mais elevados indices de germinacao pode favorecer o uso de gramineas do género
para formacao de pastagens e deve ser um item discriminatério para a selecao de novos
gendétipos.

Tabela 1. Peso de 100 sementes, indice de germinacao, teor de matéria seca (MS), acumulo
didrio de MS por planta, altura da planta, comprimento e largura de folha de 22 acessos de
Paspalum

Peso de . ; Altura Folha (cm)
Indice de Acumulo

Acesso 100 erminacao MS de MS da

sementes  J ’ (%) planta Comprimento Largura

(%) (mg/d) 9
(mg) (cm)

BGP 6 77,5° 74,3 15,68 2,68 24,0F 15,4" 1,86%
BGP 11 499,14 46,5 17,38 2,78 19,4" 14,2 0,70F
BGP 15 312,9F 61,7° 18,58 3,14 27,9° 22,4° 0,63°
BGP 98 280, 3" 94,3A 15,88 2,78 21,7 16,3¢ 0,63
BGP 123 199,5¢ 63,2° 15,78 2,58 20, 1" 14,0' 0,85°
BGP 148 397,7°¢ 36,5¢ 20,94 2,0° 16,1 11,8’ 1,008
BGP 150 342,8F 38,26 19,14 1,8° 24,47 17,7F 0,59°
BGP 159 458,98 37,26 21,2A 2,1¢ 26,7¢ 20,3F 0,78F
BGP 163 353, 37,7° 21,2A 1,9° 21,8 15,5" 0,89¢
BGP 164 293,1¢ 24,3 18,28 2,3¢ 32,0°¢ 24,6¢ 0,68"
BGP 205 291,3¢ 45,7F 21,3° 2,2¢ 16,8 13,4' 0,73¢
BGP 215 157,3 83,78 15,48 1,5F 36,18 27,98 0,63°
BGP 227 70,1° 43,3F 22,8% 1,3F 16,4 11,2’ 0,71F
BGP 248 198,5¢ 54,8F 17,68 2,1¢ 35,7° 29,24 0,54"
BGP 258 209,8’ 74,8 16,48 1,8° 37,8% 29,7 0,67F
BGP 262 228,4' 76,78 17,08 2,88 24,1F 17,26 0,92°
BGP 308 299,2¢ 72,2¢ 15,88 2,68 20, 1" 14,0' 0,81°
BGP 341 183,0" 1,7 15,28 1,2F 33,2¢ 24,6¢ 0,36
BGP 343 274,9" 79,78 20,5* 1,7° 24,7 18,1F 0,85°
BGP 344 127,1N 27,3 13,48 1,5F 22,5¢ 16,8C 0,52"
BGP 345 184,3" 82,28 16,38 1,4F 32,3¢ 23,9¢ 0,49"
BGP 379 206,3’ 80,0° 20,14 1,6° 18,6" 13,3 0,84°
EPM 44,8 9,8 1,7 0,14 1,35 1,14 0,06
P-Valor <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de agrupamentos de Scott-Knott
(P<0,05). EPM = erro padrdao da média.

Foram obtidos apenas dois agrupamentos diferentes (P<0,05) de acessos quanto ao teor
de MS da parte aérea, com o de menor teor variando de 13,5% a 18,5% e o de maior de 19,1%
a 22,8%. O acumulo diadrio de MS por planta foi distribuido em seis agrupamentos distintos
(P<0,05), com o maior acumulo de 3,1 mg/d foi obtido pelo BGP 15 e as médias mais baixas, de



1,2 e 1,3 mg/d, obtidas pelos BGP 341 e 227. O acumulo de MS foi positivamente
correlacionado ao peso das sementes (p=0,32; P<0,01), indicando a relevancia de reserva na
semente para favorecer o desenvolvimento inicial das plantas desses acessos.

Foi verificada ampla diferenca entre acessos para as varidveis que caracterizaram a parte
aérea das plantas. Nesse sentido observou-se a formacdo de nove agrupamentos distintos
(P<0,05) para altura das plantas, tendo o BGP 258 apresentando as plantas mais altas, com a
média 37,8 cm, e as mais baixas sendo notadas para os BGP 148, 205 e 227, com médias de
16,1 a 16,8 cm. Incoerentemente, se verificou correlacao negativa da altura das plantas com o
acumulo diario de MS (p=-0,09; P=0,01), mas este fato estd relacionado a ocorréncia da
correlacdo também negativa da altura com o teor de MS (p=-0,26; P=0,02). Foram formados
10 agrupamentos diferentes (P<0,05) de acessos quanto ao comprimento médio das folhas,
com os BGP 258 e 248 apresentando folhas mais compridas, 29,2 e 29,6 cm, e os BGP 227 e
148 folhas mais curtas, 11,2 e 11,8 cm. J4 a média de largura das folhas foi composta em nove
agrupamentos de acessos (P<0,05), com as folhas mais largas notadas para o BGP 6, 1,86 cm,
e as mais estreitas para o BGP 341, 0,36 cm. A largura das folhas foi positivamente
correlacionada ao acumulo de MS (p=0,28; P<0,01) e negativamente correlacionada com o
comprimento das folhas (p=-0,37; P<O0,01). Embora ainda em estagio inicial de
desenvolvimento das plantas, as diferencas aqui observadas para as varidveis que caracterizaram
da parte aérea desses acessos podem resultar em diferencas anatdmicas importantes na planta
forrageira que serd consumida pelos animais, como a proporcdo de tecidos e a espessura da
parede celular, que, segundo Paciullo (2002), apresentam altas correlacbes com varidveis
associadas ao valor nutritivo, como teores de fibra e proteina e coeficiente de digestibilidade.

Conclusdes
Devido ao baixo indice de germinacdo médio observado para as sementes do BGP 341
em dois plantios consecutivos, indica-se sua exclusdo para os estudos subsequentes. A ampla
variacdo observada para as varidveis que caracterizaram a parte aérea das plantas pode favorecer
a ocorréncia de divergéncias entre agrupamentos destes acessos quanto ao valor nutritivo e o
uso de varidveis associadas ao valor nutritivo como discriminatérias para selecdo de gendtipos.
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Resumo: O Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro — PNMGL, uma parceria entre a
Associacao Brasileira dos Criadores de Gir Leiteiro — ABCGIL e a Embrapa Gado de Leite, teve o
inicio de seus trabalhos em 1985 com o objetivo de promover o melhoramento genético da raca
para producdo de leite. Com os recentes resultados das pesquisas em selecdo gendmica na
Embrapa Gado de Leite, a ABCGIL e a Embrapa ofereceram aos seus associados, pela primeira
vez em 2016, um “pré-teste gendmico” que objetiva ranquear os candidatos a ingressarem na
Prova de Pré-Selecao de Touros para o Teste de Progénie, favorecendo o processo de escolha
dos melhores tourinhos. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi utilizar ferramentas genémicas
capazes de auxiliar o produtor na escolha dos melhores tourinhos a serem avaliados no teste de
progénie de touros do PNMGL. Um total de 56 tourinhos, pertencentes a 15 criadores foram
genotipados com o Neogen Z-CHIP e o valor gendmico estimado (GEBV) para cada um. Os
valores de GEBV foram utilizados para gerar um rank dos tourinhos para producido de leite, que
foi eficiente para discriminar os animais enviados por cada produtor, permitindo a escolha dos
candidatos com maior potencial para participacdo no teste de progénie da ABCGIL.

Palavras—chave: bovinos, genética molecular, melhoramento animal, zebuinos
Use of genomic tools to pre-select bulls for the Brazilian Dairy Gir Genetic Improvement Program

Abstract: The Brazilian Dairy Gir Genetic Improvement Program (PNMGL), a partnership between
the Brazilian Dairy Gir Breeders Association - ABCGIL and Embrapa Dairy Cattle, began its
activities in 1985 with the objective of promoting the genetic improvement of the Gir breed for
milk production. With the recent advances in the genomic selection research conducted at
Embrapa, ABCGIL and Embrapa offered their associates, for the first time in 2016, a "genomic
pre-test" that aims to rank the candidates to enter the pre-selection of bulls for the progeny test,
favoring the process of choosing the best young candidates. Thus, the objective of this work
was to use genomic tools in order to assist the producer in choosing the best bulls to be
evaluated in the PNMGL sire progeny test. A total of 56 bulls belonging to 15 breeders were
genotyped with the Neogen Z-CHIP and had their estimated genomic value (GEBV) calculated.
The GEBV values were used to generate a rank of bulls for milk production, which was efficient
to discriminate the animals sent by each producer and allowed the selection of bull candidates
with the best potential for participating in the ABCGIL progeny test.

Keywords: bovine, molecular genetics, animal breeding, zebuine

Introducao
O Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro - PNMGL, uma parceria entre a
Associacao Brasileira dos Criadores de Gir Leiteiro — ABCGIL e a Embrapa Gado de Leite, teve o
inicio de seus trabalhos em 1985 com o objetivo de promover o melhoramento genético da raca



para producao de leite. Além da avaliacao genética para volume de leite, o Programa disponibiliza
informacdes para caracteristicas de composicdo do leite, conformacdo e manejo, além da
genotipagem dos touros para os alelos da kapa-caseina, beta-lactoglobulina, beta-caseina e
também para os alelos deletérios das doencas DUMPS, BLAD e CVM, fornecendo assim aos
produtores, ferramentas moleculares importantes para sua utilizacdo tanto na raca pura quanto
em cruzamentos com outras racas leiteiras.

Visando a melhoria dos reprodutores que entram em Prova, a partir de 2009, ABCGIL,
Embrapa e Fazu iniciaram uma nova etapa na evolucdo técnica do PNMGL, a Prova de Pré-
Selecdo de Touros para o Teste de Progénie. Nesta prova, sao avaliadas caracteristicas
reprodutivas (congelabilidade, motilidade, defeitos maiores e menores, etc.) ligadas a producéao
comercial de sémen nos tourinhos candidatos ao TP. Atualmente, além destas caracteristicas
seminais, estao sendo estudadas caracteristicas funcionais, como temperamento, libido e
caracteristica de conformacao.

Com os recentes resultados das pesquisas em selecdo gendmica na Embrapa Gado de
Leite, a ABCGIL e a Embrapa ofereceram aos seus associados um “pré-teste gendémico” que
objetiva ranquear os candidatos a ingressarem na Prova de Pré-Selecdo de Touros para o Teste
de Progénie, favorecendo o processo de escolha dos melhores tourinhos.

O objetivo deste trabalho foi utilizar ferramentas gend6micas capazes de auxiliar o
produtor na escolha dos melhores tourinhos a serem avaliados no teste de progénie de touros do
PNMGL.

Material e Métodos

O DNA de 56 tourinhos da raca Gir Leiteiro foi extraido a partir de amostras de sangue,
utilizando um protocolo adaptado de Sambrook e Russel (2001). A quantidade e qualidade das
amostras de DNA foram determinadas utilizando o espectrofotémetro NanoDrop (Wilmington, DE,
EUA) e também por meio de eletroforese em gel de agarose.

As amostras de todos os 56 tourinhos foram genotipadas utilizando o Z-Chip (Neogen,
Lincoln, Nebraska, EUA) que foi especialmente desenvolvido pela sua subsidiaria Deoxi
(Aracatuba, SP, Brasil) para a genotipagem molecular de animais zebuinos, uma vez que os chips
de DNA, desenvolvidos para taurinos, sdo pouco eficientes para as racas zebuinas.

Os valores gendmicos para a producdo de leite foram calculados utilizando os dados do
Projeto “Selecdo Gendbmica em Racas Bovinas Leiteiras no Brasil”, Cdédigo Embrapa
02.09.07.008.00.00, que vem sendo executado pela Embrapa desde 2011. Os resultados foram
expressos em GEBV (Valor Gendmico Estimado) e foram estimados com informacdes de todos os
animais, com o fenétipo, pedigree e os gendtipos em uma Unica etapa, por meio do procedimento
conhecido por single-step GBLUP (ssGBLUP), usando inferéncia Bayesiana via amostragem de
Gibbs, por meio do programa BLUPF90 (MISZTAL et al., 2002).

Uma amostra de 3.257 animais foi genotipada com chips de diferentes densidades
(flumina BovineSNP50 BeadChip v2 (50K), /llumina BovineHD BeadChip (HD) e Z-Chip. Apéds a
definicao do chip lllumina BovineHD BeadChip como o padrao, os SNPs dos outros chips foram
imputados, utilizando o software Fimpute (SARGOLZAEI et al., 2014) para o chip HD, sendo as
andlises iniciadas com um total de 735.236 SNPs. Posteriormente, os seguintes critérios foram
utilizados para exclusdao de SNPs: frequéncia alélica < 0,01, diferenca maxima entre a frequéncia
alélica observada e a esperada para o equilibrio de Hardy-Weinberg de 0,15, GenCall score =<
0,70, call rate < 0,98 e SNPs com correlacao entre si > 0,995. Também foram excluidas
amostras com eficiéncia de genotipagem (call rate) < 0,92. Desta forma, apdés o controle de
qualidade, restaram 3.257 animais Gir genotipados e 450.078 SNPs em cromossomos
autossOmicos.

Os valores genémicos para producao de leite dos animais de cada produtor, participante
do pré-teste gendmico, foram plotados em graficos de barra, utilizando o software Excel
(Microsoft, Seattle, WA, EUA) e foram enviados a cada produtor.

Resultados e Discussao

Extracdo de DNA dos tourinhos: Foram extraidas amostras de DNA de 56 tourinhos da

raca Gir Leiteiro animais, utilizando sangue periférico como material biolégico coletado e enviado
por 15 produtores. As amostras de DNA obtidas apresentaram concentracdao média de 452
303 ng/uL, quantidade DNA média de 226 = 151; qualidade DNA média 260/280 de 1,85
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0,02; qualidade DNA média 260/230 de 2,27 = 0,22. Estes indicadores obtidos em relacdo as
amostras de DNA indicam a exceléncia da metodologia de extracdao de DNA, uma vez que foram
obtidas quantidades muito grandes de DNA de alta qualidade, suficientes e apropriadas para a
realizacdo de iniUmeras andlises moleculares e permitindo também armazenar o DNA no Banco de
DNA de Bovinos de Leite da Embrapa Gado de Leite.

Resultados das genotipagens com o Z-Chip e andlises gendmicas: Problemas na
integridade das amostras de DNA podem levar a falha de grande quantidade de SNPs, assim, tais
amostras devem ser retiradas antes das analises. O Call Rate é um pardmetro importante para
investigar a qualidade no DNA, indicando a eficiéncia da amostra. A média de call rate para as
genotipagens usadas nesse estudo foi superior a 97%, indicando que a qualidade do DNA era
excelente. Em relacdo as andlises genémicas, a alta qualidade do DNA também foi fator decisivo
para que o processo de imputacdo tivesse alta acuracia. A estratégia de genotipagem que o usa
o HD SNP chip como o painel de referéncia e o Z-chip como painel de baixa densidade se
mostrou bastante eficiente, com resultados de acuracia (eficiéncia da imputacdo) em torno de
98%. Essa alta eficiéncia na imputacao, permitiu o uso de um nimero superior a 450.000 SNPs
nas andlises usando a metodologia Single Step, refletindo em ganhos nas confiabilidades
associadas aos valores gendmicos dos 56 tourinhos. Os resultados dos valores gendmicos para
os 56 tourinhos demonstraram que existe uma grande variabilidade entre os animais avaliados,
sendo observada uma diferenca de 419% entre o touro melhor classificado em relacdo ao touro
pior classificado (Figura 1).

GEBV Leite

Figura 1. Classificagdo dos 56 tourinhos da raga Gir
Leiteiro em relagdo ao valor gendmico (VGBV) para
produgdo de leite.

Resultado final entregue a cada produtor participante da avaliacdo genémica: Um total de
15 produtores participaram do processo do pré-teste gendmico de touros da ABCGIL. O ndmero
de animais enviados por cada produtor variou de dois a seis tourinhos. Os valores gendmicos,
obtidos para cada um dos animais, permitiram ranquear os touros para cada proprietario,
permitindo a escolha do animal com maior potencial genémico para producao de leite (Figura 2).



82 Prova de Pré-selegdo para o
Teste de Progénie ABCGIL/EMBRAPA

Comparacdo dos valores genéticos para produgéo de leite estimados
entre animais de um mesmo rebanho

Proprietario: Fulano de Tal

Os resultados a seguir referem-se a comparagao entre animais genotipados de um mesmo rebanho,
por meio de seus valores genéticos para producdo de leite, que foram estimados a partir de informagées
genealdgicas, fenotipicas e gendmicas. Os resultados nédo se prestam a qualquer tipo de comparagéo entre
animais de diferentes rebanhos e ndo garantem que os animais melhores classificados, no grafico abaixo, terdo
um desempenho superior caso participem do pré-teste e do teste de progénie do Gir Leiteiro. O objetivo da
entrega desses resultados é que essa classificagdo auxilie os criadores a escolherem, dentre os animais
disponiveis em seu rebanho, aqueles com melhor potencial genético para producio de leite, melhorando o
processo de tomada de decisdo quanto a qual (is) animal (is) podera (do) ser inscrito (s) no Teste de Progénie
conduzido pela ABCGIL e pela Embrapa. E extremamente importante ressaltar que o resultado ndo é
apropriado para ser usado como pega de promogao para a comercializagdo do proprio animal ou mesmo do
seu sémen.

Tourinhos do produtor: Fulano de Tal

1 2 3 4 5 6

Figura 2. Exemplo do resultado final entregue a cada um dos 15
produtores participantes da 8 Prova de Pré-sele¢do para o Teste de
Progénie ABCGIL/EMBRAPA.

Conclusodes

As amostras de DNA extraidas dos tourinhos apresentaram excelentes indicadores tanto
em quantidade quanto em qualidade do DNA, garantindo a qualidade dos trabalhos posteriores.
As genotipagens com marcadores SNP utilizando o Z-Chip da Neogen apresentaram excelente
score de qualidade, com gendtipos obtidos para quase a totalidade dos marcadores presentes no
Chip. O ranqueamento dos tourinhos, em relacdo aos valores gendémicos para producdo de leite,
foi eficiente para discriminar os animais enviados por cada produtor, permitindo a escolha dos
candidatos com maior potencial para participacdo no teste de progénie da ABCGIL.
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Resumo: O género Brachiaria contem diversas espécies forrageiras amplamente utilizadas na
pecudria de leite e carne em regides de clima tropical. A grande maioria das pastagens cultivadas
no Brasil pertence ao género Brachiaria o que reforca a enorme importadncia econdmica do
género. A Embrapa coordena programas de melhoramento em Brachiaria visando a producéo de
materiais mais produtivos e resistente a doencas e pragas. Os programas de melhoramento
utilizam diferentes estratégias para a selecdo de materiais superiores e uma das estratégias
consiste na formacdo de hibridos interespecificos. A confirmacdo da hibridacdo é um dos
problemas existentes e ferramentas moleculares podem ser utilizadas para auxiliar nesse
processo de identificacdao. Outro fator que também pode ser auxiliado pelas ferramentas
moleculares é a identificacdo de materiais apomiticos, caracteristica muito importante e que pode
direcionar estratégias completamente diferentes dentro de um programa de melhoramento. Este
trabalho buscou identificar hibridos entre B. brizantha e B. ruziziensis em diferentes cruzamentos
através da utilizacdo de marcadores moleculares e validar marcas especificas associadas a
apomixia. Foram identificados 16 hibridos em duas populacdes de Brachiaria pertencentes ao
programa de melhoramento. Dois marcadores associados a apomixia apresentaram amplificacéo
conforme o esperado e foram utilizados para identificacdo de cinco hibridos possivelmente
apomiticos. Os marcadores moleculares mostraram-se eficientes para identificacdo de hibridos, e
poderdo auxiliar a identificacdo precoce de materiais apomiticos, dessa forma poderdo ser
utilizados amplamente na selecdo dentro dos programas de melhoramento.

Palavras—chave: Apomixia, hibridacao, marcadores microssatélites, melhoramento

Use of molecular markers for hybrids identification and association with apomixia in
Brachiaria

Abstract: The genus Brachiaria contains several forage species widely used in dairy and beef
cattle raising in tropical regions. The vast majority of Brazilian pasture crops belong to the
Brachiaria genus, which reinforces the enormous economic importance of the genus. The
breeding programs use different strategies for selection of superior materials and one of these is
the interspecific hybridization. Verification of the hybridization is a problem in breeding programs
and molecular tools can be used for help this issue. Another factor that can also be aided by
molecular tools is the identification of apomictic materials, a very important characteristic that
can guide completely different strategies within a breeding program. This work aimed to identify
hybrids between B. brizantha and B. ruziziensis in different crosses through the use of molecular
markers and associate specific marks with apomixia. Sixteen hybrids were identified in two
Brachiaria populations belonging to the breeding program. Two markers associated with apomixia
showed amplification as expected and were used to identify five possibly apomictic hybrids.
Molecular markers have proved to be efficient for hybrids identification, and may help the early



identification of apomictic materials, so they can be used extensively in selection within breeding
programs.

Keywords: Apomixis, breeding program, hybridization, microsatellite markers

Introducao

A introducdo da braquidria provocou uma verdadeira revolucdo na produtividade das
pastagens e na pecudria no Brasil (BARCELOS et al., 2008). Atualmente o Brasil possui o maior
rebanho comercial bovino do mundo, é o maior exportador de carne bovina e um dos maiores
produtores de leite. Porém a base genética dos pastos plantados é extremamente estreita,
colocando os pastos brasileiros em uma situacdo de grande vulnerabilidade genética.

A area plantada com braquidaria esta dividida entre quatro principais espécies, todas elas
de origem africana: B. brizantha, B. decumbens, B. humidicola e B. ruziziensis. As espécies B.
brizantha, B. decumbens e B. humidicola sdo espécies tetraploides com reproducao
predominantemente apomitica (VALLE E SAVIDAN, 1996). J& B. ruziziensis é diploide e se
reproduz de forma sexual. Os métodos convencionais de melhoramento genético nao séao
aplicados de maneira intensiva em poliploides, pois ha dificuldade de desenvolver cruzamentos
gque promovam a recombinacdo génica e a producdo de progénies estaveis. A formacdo de
hibridos interespecificos e a geracao de populacdes segregantes para a caracteristica reprodutiva
(sexual x apomitica) € uma estratégia utilizada para geracao de novos materiais.

Em Brachiaria muitas ferramentas moleculares ja sdo utilizadas para auxiliar os programas
de melhoramento (SILVA et al. 2013, AZEVEDO et al. 2011, ZORATTO et al. 2010, Jungmann
et al. 2010, AMBIEL et al. 2010) e a continuidade desses trabalhos favorecerd diretamente a
selecao de gendtipos superiores.

Diante das necessidades encontradas dentro do programa de melhoramento, o objetivo
deste trabalho foi identificar a formacao de hibridos em cruzamentos controlados e validar
marcadores moleculares associados a apomixia em Brachiaria, através da utilizacdo de
marcadores moleculares.

Material e Métodos

A extracdo do DNA assim como a genotipagem foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Gado de Leite. A extracdo do DNA foi realizada a partir de folhas novas
coletadas no campo e foi utilizado o kit de extracdo Nucleon PhytoPure (GEHeathcare). Os
marcadores moleculares foram marcados com uma fluorescéncia para posterior deteccdo no
sequenciador automatico de DNA MegaBACE 1000.

Marcadores microssatélites previamente identificados em B. ruziziensis (SILVA et al.
2013) foram selecionados de acordo com o polimorfismo e utilizados em diferentes amostras
para a confirmacao da formacéao de hibridos apés a realizacdo de cruzamentos controlados.

Populacdo 1: Foram obtidos 13 individuos provenientes de cruzamento entre B. brizantha
(Piatda, Marandu e Xaraes) e B. ruziziensis. Sete marcadores microssatélites foram selecionados
baseado no padrdo de amplificacdo encontrado entre as cultivares de B. brizantha. As 13
progénies foram avaliadas para confirmar a hibridacdo entre as duas espécies de Brachiaria e para
a identificacdo do parental masculino.

Populacdo 2: Foram obtidas 11 progénies a partir de cruzamento entre B. ruziziensis e a
cultivar Ipypora. Dez marcadores microssatélites foram utilizados para a confirmacdo da
hibridacdo. Os hibridos obtidos foram avaliados com marcadores associados a apomixia (Akiyama
et al. 2011), visando identificar precocemente qual material herdou a caracteristica presente no
parental masculino (Ipypora).

Resultados e Discussao
A populacdo 1 foi obtida a partir de cruzamentos direcionados entre uma populacao de
Brachiaria ruziziensis (progénie feminina) e cultivares de Brachiaria brizantha — Piata, Marandu e
Xaraes (progénies masculinas — doadoras de pdlen). As sementes colhidas a partir desses
cruzamentos foram plantadas e os individuos avaliados para confirmar a hibridagcdo, visto que
existe a possibilidade de cruzamento entre individuos de B. ruziziensis ou mesmo
autofecundacao. Para confirmar a formagcdo dos hibridos e posteriormente a identificacdo do



parental masculino, as progénies obtidas foram genotipadas com sete marcadores do tipo
microssatélites.

Foram identificados 28 alelos a partir da genotipagem de seis parentais de B. ruziziensis e
das trés cultivares de B. brizantha. Baseado no padrdao de amplificacdo dos marcadores
microssatélites, foi possivel identificar entre as 13 progénies avaliadas que sete realmente eram
hibridas. A identificacdo do parental masculino também foi possivel em seis hibridos e somente
para um individuo permaneceu uma ddvida entre as cultivares Marandu e Piata. Para solucionar
essa duvida seria necesséria a realizacdo de novas genotipagens, porém a simples confirmacéao
de hibridacao ja foi suficiente para a continuidade dos trabalhos.

A populacdo 2 foi obtida a partir do cruzamento entre um individuo de B. ruziziensis
tetraploide pertencente ao programa de melhoramento da Embrapa Gado de Leite e um individuo
da cultivar hibrida Ipypora. Foram obtidas 11 progénies, que posteriormente foram avaliadas para
verificar se realmente era fruto do cruzamento desejado. A partir da genotipagem de toda a
populacdo com dez marcadores microssatélites foram obtidos 27 alelos e foram confirmadas
nove plantas hibridas.

A cultivar Ipypora é apomitica e o esperado na progénie obtida a partir do cruzamento da
mesma com uma espécie sexual é a segregacdo 1:1 (OZIAS-AKINS and VAN DIJK 2007). Para
verificar se os hibridos obtidos eram sexuais ou apomiticos, foram testados primers associados a
apomixia ja descritos na literatura (AKIYAMA et al. 2011). Dois primers testados apresentaram
bandas do tamanho esperado associada a apomixia. Cinco hibridos foram identificados dessa
forma como apomiticos, porém essa caracteristica s6 serd confirmada a partir da avaliacdo das
sementes produzidas pelos mesmos. Os marcadores moleculares utilizados estdo associados a
apomixia em outras espécies ou outras populacées, dessa forma é preciso certificar que néao
houve recombinacdo e que as marcas obtidas realmente estdo associadas a apomixia na
populacao utilizadas no presente trabalho.

Conclusdes
Marcadores moleculares sdo eficientes para identificacdo de hibridos e confirmacdo de
paternidade em cruzamentos de Brachiaria.
Marcadores moleculares associados a apomixia poderao auxiliar a identificacdo precoce de
materiais apomiticos e poderdo ser utilizados amplamente na selecdo dentro dos programas de
melhoramento.
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Resumo: O e-Score é um software-protétipo que avalia o escore de condicdo corporal em vacas
leiteiras por meio da leitura e interpretacdo de fotografias. O objetivo desse trabalho foi testar
diferentes imagens de consulta na calibracdo do software, comparando os resultados com as
avaliagcOes visuais realizadas por profissionais treinados. Foram utilizadas 116 vacas Holandesas,
avaliadas quanto ao ECC por um profissional treinado. Trés sessd0es de fotos foram realizadas
das posicoes lombar (vista de cima) e da garupa (vista traseira). Os testes com o software foram
realizados com trés conjuntos de imagens de consulta: a curva padrdao do software, com vacas
brancas e com vacas pretas. Os resultados da avaliacdo por profissional e os retornados pela
avaliacdo do e-Score, juntamente com a média entre as anélises, além dos valores obtidos por
Cardoso et al. (2016) foram tabulados. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
dispersdo de frequéncia, utilizando-se o teste de qui-quadrado. O indice de acerto foi de 49%,
59%, 47% e 59% para as avaliacoes de Cardoso et al. (2016), da curva padrao, vacas brancas
e vacas escuras, respectivamente, com diferenca significativa entre eles. Quanto aos angulos das
fotografias, nao houve diferenca significativa entre as vistas acima e traseira (38% e 35% de
acerto, respectivamente), mas houve diferenca significativa entre elas e a média entre as duas
(54%). O aplicativo e-Score apresentou evolucdo nas andlises se comparado aos resultados de
Cardoso et al. (2016) devido as correcdes dos erros encontrados posteriormente. A utilizacao
das médias entre os escores de vista traseira e vista acima se mostrou mais eficaz do que as
vistas analisadas separadamente.

Palavras—chave: CBIR, reproducao animal, vacas leiteiras
Validation of e-Score software for body condition score analysis

Abstract: e-Score is a prototype software that evaluates the body condition score in dairy cows
through the reading and interpretation of photographs. The objective of this study was to test
different query images in software calibration, comparing the results with the visual evaluations
performed by trained professionals. A total of 116 Holstein cows were used, evaluated for BCS
by a trained professional. Three photo sessions were performed from the lumbar positions (top
view) and the croup (rear view). Software tests were performed with three sets of query images:
the software standard curve, with white cows and with black cows. The results of the
evaluation by professional and those returned by the software, along with the average between
the analyzes, besides the values obtained by Cardoso et al. (2016) were tabulated. The obtained
data were submitted to frequency dispersion analysis, using the chi-square test. The success rate
was 49%, 59%, 47% and 59% for the evaluations of Cardoso et al. (2016), of the standard
curve, white cows and dark cows, respectively, with significant difference between them.
Regarding the angles of the photographs, there was no significant difference between the above
and the posterior views (38% and 35% accuracy, respectively), but there was a significant
difference between them and the mean between the two (54%). The e-Score application
presented evolution in the analysis when compared to the results of Cardoso et al. (2016) due to



the corrections of the errors found later. The use of the means between the rear view and top
view scores was shown to be more effective than the separately analyzed views.

Keywords: animal reproduction, CBIR, dairy cows

Introducao

O escore de condicdo corporal (ECC) é uma medida de avaliacdo visual baseada na
observacao e tato de pontos anatémicos decisivos, relacionados a reserva energética do animal.
Para vacas leiteiras, essas reservas sdo de grande importancia por estarem diretamente
relacionadas com a producdo de leite, controle metabdlico e desempenho reprodutivo.
(HOUGHTON et al., 1990). O ECC avalia proeminéncias e cobertura muscular e de gordura nas
regioes toracica e lombar da coluna vertebral, o processo espinhoso e as tuberosidades sacral e
isquiatica, atribuindo, no geral, uma pontuacdao que vai de um a cinco, com especificacdo de
0,25 de acordo com os pontos indicados. Esse método, embora vantajoso, é altamente subjetivo
devido a variacdo nas avaliacOes realizadas pelos observadores, indicando a necessidade de uma
padronizacdo (WILDMAN et al., 1982).

Nesse sentido, a aplicacdo de solucGes baseadas na tecnologia da informagcdo se torna
uma alternativa viadvel para essa padronizacdo. O e-Score é um software-protétipo em
desenvolvimento pela Embrapa Gado de Leite que avalia ECC em animais por meio da leitura e
interpretacao de fotografias, aplicando a inteligéncia computacional numa avaliacdo matematica
dessa variavel. E baseado no sistema de Content-Based Image Retrieval (CBIR), que contrapde
imagens semelhantes a uma imagem-padrdao de consulta, levando em consideracdo a
aproximacao dos recursos visuais desta imagem para as outras imagens no conjunto de dados,
através da formacado de vetores. No entanto, imagens tidas como similares para seres humanos
podem ser percebidas como diferentes pelos vetores, e vice-versa (SANTOS et al. 2015).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi testar diferentes imagens de consulta na
calibracdo do software e-Score, comparando os resultados com as avaliacdes visuais realizadas
por profissionais treinados.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Campo Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB), em
Coronel Pacheco—-MG. Foram utilizadas 116 vacas Holandesas, avaliadas quanto ao ECC por um
profissional treinado, através da metodologia proposta por Wildman (1982), onde o escore varia
de 1 a 5, com escalas intermediarias de 0,25 pontos, tendo como 1 vacas muito magras e 5
vacas muito gordas.

Trés sessOes de fotos foram realizadas nos meses de fevereiro, maio e junho de 2016.
As vacas eram contidas em tronco de contencao e fotografias digitais eram tiradas das posicoes
lombar (vista de cima) e da garupa (vista traseira), em posicao inclinada afim de visualizar as
nuances do ilio e isquio. Paralelamente, anotou-se a cor predominante da pelagem de cada vaca
avaliada: branca, preta e preta e branca.

As fotos foram submetidas a avaliacdo no software-protétipo do e-Score, que realiza o
processamento digital de imagens através do sistema de CBIR (SANTOS et al., 2015). Como o
protétipo apenas avalia escores inteiros (de 1 a b), vacas com escores 2,75 e 3,25 foram
consideradas como escore 3 e vacas com escores 3,75 e 4,25 foram consideradas como escore
4. Foram avaliados trés conjuntos distintos de imagens de consulta: o primeiro conjunto com a
curva padrdo do software, o segundo com vacas predominantemente brancas e o terceiro com
vacas predominantemente pretas. Os resultados foram comparados com a avaliacdo do
profissional, e classificados de acordo com o grau de acerto, de 0 a 2, sendo O quando a
diferenca entre o escore pelo software e pelo avaliador foi maior que 0,5, 1 quando o escore pelo
software foi exatamente igual ao escore pelo avaliador e 2 quando a O a diferenca entre o escore
pelo software e pelo avaliador foi menor que 0,5. Os resultados foram, ainda, comparados com
os obtidos por Cardoso et al. (2016), realizadas com outras imagens de consulta pelo mesmo
software. Ao todo, 482 fotografias foram utilizadas, sendo 241 de cada uma das posicées do
mesmo animal). Os resultados da avaliacdo por profissional e os resultados retornados pela
avaliacdo do e-Score das duas posicoes foram tabulados em planilhas de Excel. Foi também
realizada a média entre os valores obtidos pelo software para comparacgao.



Os dados obtidos foram submetidos a analise de dispersao de frequéncia, utilizando-se o
teste de qui-quadrado (P<0,05).

Resultados e Discussao

Em geral, o e-Score apresentou evolucado no indice de acerto nas avaliacOes realizadas nesse
trabalho, em comparacdo com as realizadas por Cardoso e colaboradores (2016). Enquanto o
indice de acerto desses autores foi de 49,4%, o acerto das avaliacoes desse trabalho foi de
59,3%, 47,3% e 58,9% para as curvas padrao, curva com vacas brancas e curva com vacas
escuras respectivamente (Tabela 1). Essa melhora se deve ao fato de que, durante a utilizacdo do
software, vérios erros de funcionamento foram encontrados e corrigidos. A diferenca entre as
andlises foi significativa no teste do qui-quadrado (P>0,05). Entre os tratamentos, apenas as
comparacoes entre os resultados de Cardoso et al. (20168) e a curva com vacas branca e entre a
curva padrao do software e a curva com vacas escuras nao foram significativas (P<0,05, Tabela
1).

A utilizacdo de vacas brancas como curva de andlise ndo se mostrou eficaz, obtendo a
menor porcentagem de acerto entre todas as andlises (Tabela 1). O fato de que a maioria das
vacas analisadas eram predominantemente escuras pode ser responsavel por esse desempenho
inferior.

Tabela 1. Porcentagem de acertos do software e-Score com a diferentes curvas-padrao testadas,
comparadas com os resultados obtidos por Cardoso et al. (2016). Letras diferentes
correspondem a diferencas significativas no teste do qui-quadrado (P>0,05)

Acertos por observacao

Cardoso et al. (2016) Curva Padréo Brancas Escuras

49,4 %* 59,3%" 47,3%* 58,9%"

A Tabela 2 apresenta o indice de acerto entre as vistas traseira e acima e da média entre
as duas observacoes. Embora a diferenca entre as trés varidveis seja significativa (P>0,05),
observamos que os indices de acerto para as visdes traseira e acima foram menores. No entanto,
o indice de acerto para as médias foi muito superior (P>0,01) quando comparadas tanto com a
vista acima quanto com a vista traseira, o que demonstra que ambas as avaliacoes devem ser
levadas em conta para formulacédo do escore final pelo software.

Tabela 2. Porcentagem de acertos do software e-Score em relacdo as vistas traseira e acima,
bem como da média entre elas. Letras diferentes correspondem a diferencas significativas no
teste do qui-quadrado (P> 0,05)

Acertos por comparacao com angulos da fotografia

Vista acima Vista traseira Média entre as duas vistas

37,9%*° 34,6%*° 53,9%"

O sistema CBIR transforma a imagem em um vetor, que é a representagcdo numérica que
sumariza as caracteristicas presentes nela, processada automaticamente através de algoritmos.
Entdo, a imagem processada é combinada com as imagens da curva padrao, sendo calculada a
proximidade entre elas (SANTOS et al. 2015). Fatores como o fundo em segundo plano, a
luminosidade, a posicdo da pessoa que esta registrando a imagem etc., podem alterar o vetor
gerado e, consequentemente, a andlise realizada pelo software. Assim, é necesséria uma
padronizacdo na geracdo da imagem, a fim de minimizar essas influéncias externas. As imagens
utilizadas nessa anélise apresentavam uma grande variacdo nos angulos, o que pode ser um fator
que influenciou nos resultados aqui apresentados.

Conclusodes
O aplicativo e-Score apresentou evolucdo nas anélises se comparado aos resultados de
Cardoso et al. (2016) devido as correcdes dos erros encontrados a posteriori. O aplicativo
mostrou também melhor desempenho quando utilizado com vacas escuras como curva padrao,
porém o fato de que a maioria das vacas analisadas apresentavam pelagem escura pode ter
influenciado no resultado.



A utilizacdo das médias entre os escores de vista traseira e vista acima se mostrou mais
eficaz do que as vistas analisadas em separado, indicando que o software pode ter desempenho
melhor ao levar em conta ambas as vistas, ao invés de apenas uma por vez. A padronizacédo das
fotos realizadas para a andlise (com o uso de guias para realizacao da fotografia, por exemplo) e
a utilizacdo de numero igual de vacas escuras e claras sdo fatores que devem ser levados em
conta em estudos futuros.
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COORDENADORES
Marcello Augusto G. Souza
Embrapa Gado de Leite

Marco Anténio Machado
Embrapa Gado de Leite

Apresentar trabalhos desenvolvidos pelos bolsistas de Iniciacdo Cientifica e possibilitar a discussédo

OBJETIVO

Alessandro de Sa Guimaraes
Embrapa Gado de Leite

Marcelo Dias Muller
Embrapa Gado de Leite

Maria de Fatima A. Pires
Embrapa Gado de Leite

Glauco Rodrigues Carvalho
Embrapa Gado de Leite

dos resultados obtidos com os demais estagiarios, pesquisadores, analistas e convidados presentes

PROGRAMA

Tecnologias de informagao e precisdo

Por Samuel Aloisio Toledo Silva, sob

SEGAO | — 27/07/2017

14:15 - 14:25 utilizadas para melhorar o desempenho orientagdo do Dr. Luiz Gustavo Ribeiro
da rotina de ordenha Pereira
14:25 — 14:30 Discussao
Caracterizagdo da variagdo fenotipica e | Por Pedro Manoel de Oliveira Netto, sob
14:30 — 14:40 identificagéo de regides gendmicas associadas | orientagdo do Dr. Luiz Sérgio de Almeida
a termorregulagdo em vacas da raca Girolando Camargo
14:40 — 14:45 Discussao
Precificagdo dos atributos do leite fluido | Por Juliana Mota Monteiro da Silva, sob
14:45 — 14:55 no municipio de Juiz de Fora - MG: uma | orientagdo do Dr. Glauco Rodrigues
andlise de pregos heddnicos Carvalho
14:55 — 15:00 Discussao
Caracterizagéo fenotipica e genotipica da Por Bianca de Oliveira Hosken, sob
15:00 — 15:10 resisténcia a eritromicina em linhagens orientagdo do Dr. Marcio Roberto Silva
: ) de Streptococcus agalactiae isoladas de
amostras de leite bovino em Minas Gerais
15:10 — 15:15 Discussao
Perfil de acidos graxos do leite e do Por Jéssica Cordeiro Queiroz de Souza,
15:15-15:25 queijo Minas artesanal, com diferentes sob orientagdo do Dr. Marco Antonio
. ) tempos de maturagéo, produzido no Sundfeld da Gama
municipio de Alagoa
15:25-15:30 Discussao
15:30-15:40 Validagéo do software e-Score de analise Por Joao Paulo Coutinho de Matos, sob
oY de escore corporal orientagdo do Dr. Bruno C. Carvalho
P! G
15:40-15:45 Discussao
Caracterizagédo de P-N-Acetilglicosamina Por Danielle dos Santos Cinelli Pinto, sob
15:45-15:55 extraido de Staphylococcus aureus por orientagdo do Dr. Humberto de Mello
espectroscopia Raman Brandéo
15:55-16:00 Discussao

SEGAO Il — 28/07/2017

Tolerancia de clones de Brachiaria

Por Renata Sousa Alves da Silva, sob

08:30 — 08: 35 Abertura — Dr. Pedro Braga Arcuri
Utilizagdo de marcadores moleculares Por Selma dos Santos Kaeser, sob
08:35 - 08:45 para identificagdo de hibridos e orientagdo da Dr® Ana Luisa Azevedo
associagdo com apomixia em Brachiaria
08:45 — 08:50 Discussao
Perfil de secregdo de horménio | Por Paola Maria da Silva Rosa, sob
08:50 — 09:00 luteinizante em novilhas pré-puberes da | orientacdo da Dr® Clara Slade Oliveira
. ) raga gir, submetidas a protocolo de
indugdo de ovulacédo
09:00 — 09:05 Discussao
Caracteristicas morfogénicas e | Por Mateus José Inacio de Abreu, sob
09:05 — 09:15 estruturais de cultivares de Panicum | orientagdo do Dr. Domingos Savio
: ) maximum, submetidos ao pastejo de | Campos Paciullo
vacas leiteiras
09:15 - 09:20 Discussao
09:20 — 09:30 Evolugéo fenotipica e genética no nucleo | Por I\Qirié Ribeiro Saidler, sob orientagao
i ) MOET de selegdo da raca Guzera da Dr® Maria Gabriela C. D. Peixoto
09:30 — 09:35 Discussao
Identificagdo de portadores de alelos Por Sane Neves Barbosa, sob orientagao
09:35 — 09:45 recessivos para trés doengas hereditarias: da Dr® Marta Fonseca Martins
- . CVM, BLAD e DUMPS em touros da Raga
Girolando
09:45 — 09:50 Discussao
Utilizagdo de ferramentas gendmicas na | Por Kevin Schefer dos Santos, sob
09:50 — 10:00 pré-selegdo de touros para o Programa | orientagdo do Dr. Marco Antonio
Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro Machado
10:00 — 10:05 Discussao

SEGAO Il —27/07/2017

Tabelas de composicdo quimica e
bromatolégica de alimentos regionais

Por Kivia Real Chemp, sob orientagédo do
Dr. Thierry Ribeiro Tomich

13:30 - 13:40 para gado de leite no estado do Rio
Grande do Sul
13:40 — 13:45 Discussao
Triagem de acessos de graminea do | Por Kivia Real Chemp, sob orientagédo do
13:45 — 13:55 género Paspalum em casa de vegetagdo | Dr. Thierry Ribeiro Tomich
. ) com vistas a avaliagdo da divergéncia
nutricional das forragens
13:55 — 14:00 Discussao
Particdo energética em vacas Girolando Por Ana Luisa Mendes dos Santos, sob
14:00 - 14:10 sob diferentes niveis de alimentacéo no orientagdo Dr. Luiz Gustavo Ribeiro

tergo final da lactagédo

Pereira

08:30 — 08:40 ruziziensis ao sombreamento orientagdo do Dr. Fausto de Souza
Sobrinho
08:40 — 08:45 Discussao
Indicadores fisiolégicos e absor¢gdo de | Por Lucas Prudéncio Eiterer, sob
08:45 — 08:55 Ca, Fe e Mg em plantulas de azevém | orientagdo do Dr. Lednidas Paixdo
: ) anual tratadas com reguladores do | Passos
crescimento
08:55 — 09:00 Discussao
Resisténcia para a Mahanarva spectabilis | Por Giani Batista da Silva, sob orientagédo
09:00 — 09:10 (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae) | do Dr. Alexander Machado Auad
’ ) em clones advindos de populagbes
melhoradas de Brachiaria ruziziensis
09:10 — 09:15 Discussao
Caracterizagéo das injurias ocasionadas Por Brunno dos Santos Rodrigues, sob
09:15 — 09:25 por Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) | orientagdo do Dr. Alexander Machado
: ) (Hemiptera: Cercopidae) em Brachiaria Auad
ruziziensis (Germ & Evrard)
09:25 — 09:30 Discussao
Susceptibilidade a antimicrobianos de | Por Thais Cristina de Assis Oliveira, sob
09:30 - 09:40 estirpes de  Staphylococcus aureus | orientagdo da Dr° Maria Aparecida
isoladas de leite de vacas com mastite Vasconcelos Paiva e Brito
09:40 — 09:45 Discussao
Analise comparativa do custo/beneficio Por Guilherme William Marcelino, sob
09:45 - 09:55 energético-nutricional de produtos lacteos | orientagdo do Dr. Cristiano Amancio V.
para os consumidores mineiros Borges
09:55 — 10:00 Discussao
Desenvolvimento de metodologia de Por Giuliana Xavier de Medeiros, sob
10:00 - 10:10 cultivo de hepatdcitos bovinos in vitro orientagdo da Dr® Wanessa Araujo
para estudos moleculares e bioguimicos Carvalho
10:10 — 10:15 Discussao
10:15 -10:20 Encerramento — Dr. Pedro Braga Arcuri

14:10 — 14:15

Discussao
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