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Protozoarios do rimen podem representar 40% do
nitrogénio total e 60% do produto final da fermentacéo e
apresentam atividade celulolitica. Neste estudo, objetivou-
se quantificar e identificar as popula¢des de protozodrios
no rimen de novilhos, criados exclusivamente em
pastagem, durante o periodo seco do ano, no Norte de
Minas Gerais. Amostras do suco ruminal de 36 novilhos
mesticos Nelore foram coletadas diretamente do rdamen,
apos o abate, durante o inicio, meio ou fim do periodo de
estiagem. Para conservacdo dos protozoarios, 1 mL do
suco ruminal foi diluido em 9 mL de solu¢do de
formaldeido a 10%. Posteriormente, foram realizadas
diluices decimais em solugdo salina e contagem de
protozoarios pequenos, médios e grandes em camara de
Sedgewick Rafter. As concentragfes de protozoarios

RESUMO

foram transformadas em logio (x+1) e submetidas a analise
de variancia e as médias comparadas com teste de
Duncan. As frequéncias dos géneros foram comparadas
com o teste do qui-quadrado. As médias da concentragdo
total e de pequenos e médios protozoarios diminuiram
significativamente com o decorrer do periodo seco;
entretanto, os grandes protozoarios ndo apresentaram
altera¢fes na concentracdo média durante os trés periodos
avaliados. Foram identificados 7749 protozoarios,
pertencentes a 17 géneros diferentes. Observou-se que 0s
géneros Charonina e Entodinium apresentaram alta
ocorréncia no inicio, meio e final do periodo da seca
(p<0,05), indicando a participacdo desses ciliados em
bovinos alimentados exclusivamente a pasto, durante esse
periodo do ano.

PALAVRAS-CHAVE: Brachiaria spp., ciliados, microbiota ruminal, pecuaria de corte, semiarido.

RUMEN PROTOZOA OF STEERS RAISED ON TROPICAL PASTURE DURING DRY
SEASON

Protozoa of the rumen can represent 40% of total nitrogen
and 60% of the final product of fermentation and it has
cellulolytic activity. This study aimed to quantify and
identify the ruminal protozoa populations from steers,
raised exclusively on pastures during the dry season in the
north of Minas Gerais, Brazil. Samples of ruminal fluid of
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ABSTRACT

36 Nellore steers were collected directly from the rumen
immediately after slaughter, during the early, middle or
end of the dry season. For protozoa conservation, 1 mL of
ruminal fluid was diluted in 9 mL of 10 % formaldehydes
solution. Decimal dilutions were made in saline and the
counting of small, medium and large protozoa was


http://dx.doi.org/10.1590/1809-6891v15i317714

260

performed in Sedgewick Rafter chamber. The protozoa
concentrations were transformed into logie (X +1),
subjected to variance analysis and the means were
compared with Duncan test. The genus frequencies were
compared with chi-square test. The concentration average
of the total and of small and medium protozoa declined
significantly over the course of the dry season; however,
alterations in large protozoa concentrations were not
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detected over the three periods evaluated. A total of
7749 protozoa were identified, belonging to 17 different
genera. Charonina spp. and Entodinium spp. had the
highest occurrence during the three periods of dry season
(P <0.05), suggesting the participation of these ciliates in
rumen cattle fed exclusively on tropical pasture during
this season.

KEYWORDS: Cattle, nutrition, protozoa, ruminal juice, semiarid.

INTRODUCAO

Os ruminantes alimentam-se basicamente
de alimentos fibrosos. Ao longo do tempo, esses
animais  desenvolveram grande capacidade
ingestiva, acompanhada por simbiose com
microrganismos que digerem a fibra vegetal.
Dessa forma, eles obtém energia para o
crescimento, a producdo e a reproducdol. Esses
animais sdo dependentes da fermentacdo dos
componentes dos alimentos por microrganismos
do rumen, que desempenham funcdes bioquimicas
e fisiolégicas importantes, permitindo maior
aproveitamento de carboidratos estruturais. A
notavel capacidade de producdo proteica nos
ruminantes tem sido atribuida ao sistema de pré-
estbmagos, que alberga esse complexo ecossistema
microbiano?.

A evolugdo do trato gastrintestinal nos
ruminantes proporcionou o desenvolvimento de
uma relacdo simbidtica e mutualistica com
protozoarios ciliados que, junto as bactérias e aos
fungos, compdem a microbiota ruminal®>. Os
ciliados possuem consideravel atividade
celulolitica e fermentativa, sdo 0s maiores
microrganismos presentes no rimen, constituindo
importante fragdo da comunidade no ecossistema
ruminal. Foram os primeiros a serem descritos

nesse nicho e podem representar 40% do
nitrogénio total e 60% do produto final da
fermentacéo®.

Em regiGes de clima semiérido, como o
Norte de Minas Gerais, a producdo de forrageiras
de boa qualidade torna-se dificil ao longo de todo
0 ano por causa do maior periodo de estiagem. A
disponibilidade dos alimentos é comprometida,
assim como a qualidade das forrageiras
persistentes a seca, que apresentam reducdo da
digestibilidade devido ao processo fisiolégico de
lignificacdo da parede celular®.

Muitos pesquisadores tém caracterizado a
microbiota ruminal e registrado a importante
participagdo dos protozoarios na digestdo e

equilibrio do ecossistema ruminal e na saude dos
ruminantes; entretanto, poucos estudos avaliam a
ecologia e a importancia desses microrganismos
para animais criados em pastagens tropicais com

baixo valor nutricional e frequentemente
lignificadas.

Tendo em vista as caracteristicas das
pastagens no periodo da seca, em regides

semiaridas, é de grande relevancia verificar os
efeitos desse alimento sobre a populacdo de
protozoarios que muitas vezes podem retratar as
condicbes do ecossistema ruminal®.  Nesta
pesquisa, avaliou-se o perfil da populacdo de
protozoarios do rdamen de novilhos Nelore
alimentados em pastagens tropicais ao longo do
periodo da seca no Norte de Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado com animais
advindos de propriedades da zona rural da cidade
de Montes Claros, MG. As analises foram
realizadas no laboratério de microscopia do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Minas Gerais, Campus regional de
Montes Claros. Montes Claros encontra-se na
altitude de 648 m coodernadas 16°42°16” de
latitude sul e 43°49'13" de longitude oeste. O
clima da regido é do tipo AW, segundo a
classificacdo de Koppen, que se caracteriza por
uma estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno,
com vegetacdo tipica de cerrado. A temperatura
média anual é de 24,2 °C, a pluviosidade média
anual é de aproximadamente 1.050 mm e o periodo
de estiagem vai de abril a outubro®.

A amostragem deste estudo foi constituida
por 36 novilhos mesticos Nelore. A analise das
arcadas dentarias indicou que apresentavam de 24
a 40 meses de idade. Os animais eram criados
exclusivamente sob o sistema extensivo em
pastagem de Brachiaria decumbes e
suplementados com mistura mineral para gado de
corte (Tabela 1).
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Tabela 1. Niveis de garantia por kg do nicleo mineral utilizado no periodo da seca

Minerais

Periodo das secas

Célcio (g/min-max”)
Faésforo (g/min)
Sodio (g/min)
Magnésio (g/min)
Enxofre (g/min)
Fldor (mg/méax)
Zinco (mg/min)
Cobre (mg/min)
Manganés (mg/min)
Cobalto (mg/min)
lodo (g/min)
Selénio (g/min)
Nitrogénio ndo protéico, equivalente PB (g)

80-100
50
65

8
25
500
2640
820
660
82
45
18
860

*min = minimo e max=maximo. ‘Composi¢do quimica segundo o fabricante.

Coletaram-se 11 amostras de fluido ruminal
no més de abril, inicio do periodo da seca, 14 no més
de julho, que corresponde ao meio do periodo, e 11
no final do més de outubro, correspondendo ao final
do periodo de estiagem. A pluviosidade média em
milimetros foi de 16,4 no inicio, 0,0 no meio e 1,6
milimetros no final do periodo de seca.

A coleta do fluido ruminal foi realizada em
abatedouro com inspe¢do municipal do Distrito de
Montes Claros. Apds jejum de 12 a 18 horas, 0s
animais foram abatidos por concussdo cerebral e
sangria. As amostras foram obtidas imediatamente
apos o abate, por incisdo do saco ventral do rimen e
coleta de aproximadamente 20 mL de fluido, com
auxilio de pipetas estéreis. Todos 0s procedimentos
realizados foram submetidos e aprovados pelo
comité de ética em experimentacdo animal da
UFMG pelo protocolo n° 156/05.

As amostras foram transportadas em caixas
isotérmicas e armazenadas por no maximo uma hora
em tubos de ensaio vedados e estéreis. A analise
macroscopica do liquido coletado foi realizada
imediatamente apds a coleta, em tubos de ensaio
contendo 5 mL do suco amostrado. Foram avaliados
cor, odor, viscosidade e tempo de reducdo do azul de
metileno. O pH foi mensurado utilizando-se um
potencidmetro digital®.

Posteriormente, amostras de 1 mL do suco
ruminal de cada animal foram diluidas em 9 mL de
solucéo de formaldeido a 10% para conservacao das
estruturas morfolégicas dos protozoarios’. Para a
quantificagdo dos protozoarios foram realizadas
diluicbes decimais de 1 mL da solucdo de
formaldeido em tubos, contendo 9 mL de solucdo
salina e, em seguida, foram contados os protozoarios
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pequenos, médios e grandes em camara de
Sedgewick Rafter em microscopio 6ptico®.

Para identificagdo desses microrganismos
ruminais, foi utilizada uma gota da diluicdo 10 ou
102, como descrita anteriormente, juntamente com
uma gota de lugol em laminas de microscopia.
Nessas laminas, foram acopladas laminulas para
visualizagdo, em microscépio Optico, utilizando-se
objetiva de 40X, das microestruturas dos
protozodrios e posterior classificagdo de acordo com
a chave descrita em Dehority’.

O delineamento do experimento foi
inteiramente casualizado. As repetigdes foram
representadas por 11, 14 e 11 novilhos coletados
respectivamente no inicio, meio e final do periodo da
seca. Ap6s andlise exploratoria (teste de Liliefors e
teste de Cochran e Bartlett), as concentracdes de
protozoarios obtidas foram transformadas em logio
(x+1) e submetidas a andlise de varidncia. As médias
foram comparadas utilizando-se teste de Duncan.
Para analise das ocorréncias dos géneros foi utilizado
0 teste do qui-quadrado. Os dados foram processados
no sistema para analises estatisticas e genéticas
(SAEGQG) (9), considerando-se o nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH do fluido ruminal ndo apresentou
diferenca significativa entre os trés periodos de
coleta, com valor médio de 6,8. Uma vez que a dieta
era composta exclusivamente por forragem. Os
valores de pH encontrados apresentaram-se normais,
ja que dietas ricas em fibras proporcionam maior
tempo de ruminacdo e, consequentemente, maior



262

producdo de saliva, elevando o pH; entretanto, o
jejum de 12 horas antes do abate poderia
proporcionar um pequeno aumento no pH ruminal”™
10 Segundo Dirksen®, o valor normal do pH do
conteudo ruminal oscila entre 5,5 e 7,4 ao longo do
dia, de acordo com a alimentacdo administrada e
com o intervalo de tempo da Ultima alimentacéo.

Para caracteristicas de cor do liquido
ruminal, péde-se observar que todas as amostras
apresentaram coloracdo castanha-esverdeada.
Dirksen® relata que a cor do suco ruminal é
estabelecida de acordo com a alimentacdo ofertada
ao animal e animais a pasto apresentam fluido
ruminal com coloracdo verde oliva ou castanho-
esverdeado, como a observada neste estudo.

O odor do fluido ruminal foi aromatico para
ambas as amostras. A viscosidade foi levemente
espessa e a reducdo do azul de metileno apresentou-
se superior a seis minutos para 83,3% dos animais
avaliados e, até seis minutos, para o0s demais.
Dirksen® relatou que animais com alimentagdo
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constituida com grande quantidade de fibra
apresentam reducdo do azul de metileno entre trés e
seis minutos. Por outro lado, prolonga-se para até
mais de 15 minutos na inatividade simples da
microbiota em animais alimentados com dietas
pobres em energia e proteina ou em bovinos com
inapeténcia prolongada. Neste estudo, os valores
elevados para essa caracteristica em 30 amostras
sugerem uma microbiota pouco ativa, principalmente
para o meio e final do periodo da seca, quando as
pastagens, frequentemente, possuem qualidade
inferior.

A quantidade total de protozoarios diminuiu
significativamente com a evolucdo do periodo de
seca (p<0,05). As concentracdes de protozoarios
pequenos, médios e grandes, avaliadas neste estudo,
encontram-se dispostas na Tabela 2. A partir dos
resultados obtidos, pbde-se observar que a média de
pequenos protozoarios foi maior durante todo o
periodo da seca, seguida da média de médios e,
posteriormente, de grandes ciliados (p<0,05).

Tabela 2 - Efeito do periodo da seca sobre a contagem média de protozoarios por mL de suco ruminal e
coeficiente de variacdo (%) para novilhos criados no norte de Minas Gerais, Brasil

Periodo da Seca CV (%)
Protozoarios Inicio Meio Fim
Pequenos 7,8 x 10°Aa 4,5 x 10*°Ab 1,8 x 10*Ac 3.89
Médios 4.8 x 10*Ba 1,0 x 10°Bb 7,2 x 10°Bc 3.36
Grandes 2,6 x 10%Ca 2,4 x 10%Ca 2,3 x10%Ca 6.31
Total 1,3 x 10° 5,8 x 10%b 2,7 x10% 2.96
CV (%) 3.62 4,25 3,71

Meédias seguidas de mesma, letra mindscula na linha e maidsculas nas colunas, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% pelo teste de

Duncan.

Os dados indicaram que o inicio da seca
proporciona condi¢des mais favoraveis para o
desenvolvimento de pequenos e médios protozoarios,
comparando-se com o restante da estacdo.
Entretanto, o0s grandes protozodrios foram
encontrados na mesma proporgao no inicio, meio e
final da seca (p>0,05). A concentracdo total de
protozoarios encontrados estd dentro dos valores
normais ja reportados que correspondem a 10* a 10°
protozodarios/mL de contetdo ruminal*?,

Evidenciou-se nesta pesquisa que 0 grupo
dos grandes protozoarios se manteve estavel durante
todo o periodo da seca, sugerindo a importancia da
ocorréncia de protozoarios pertencentes a esse grupo
em animais criados a pasto, no Norte de Minas
Gerais, onde as gramineas utilizadas sdo do tipo C4.
As pastagens em que 0S animais se encontravam
eram constituidas principalmente por Brachiaria
decumbens. Essa graminea, durante a seca, tem
apresentado valores de matéria seca (MS), proteina

bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra
em detergente &cido (FDA) de 46,9; 6,3; 78,3 e
45,1%, respectivamente!®. E possivel pressupor que,

em regibes com alta luminosidade e baixa
pluviosidade, gramineas C4 podem apresentar
grande producdo de carboidratos estruturais,

expressando, assim, valores superiores a 35,7% de
(MS),

No estudo de Natsuki et al.’®, foi verificado
que a proporcdo de parede celular vegetal primaria
em relagdo a parede celular vegetal secundaria em
materiais fecais foi menor para os defaunados do que
para 0s bovinos com protozoarios. Os autores
indicaram que a defaunacdo aumentou a degradagéo
microbiana das paredes celulares finas, mas reduziu
a degradacdo das paredes celulares desenvolvidas,
indicando a importancia desses protozoarios no
rimen de animais criados a pasto com forragens em
estadio fenoldgico avangado.

A partir dos resultados desta pesquisa, pdde-
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Protozoarios ruminais de novilhos de corte criados em pastagem...

se inferir que a maturidade da forrageira ao longo do
periodo seco influenciou o decréscismo da populagao
de protozoarios totais. Esse resultado corrobora o
estudo de Nogueira Filho et al.’, que constatou que
0 estadio fenoldgico avancado do capim elefante
influenciou negativamente a concentracdo de
protozoarios do rimen. Veiral’ e Grubb e Dehority'®
afirmaram que o numero de protozoarios pode ser
relativamente baixo em animais recebendo dietas
exclusivas de forragens ou com maior proporcéo de
forragens em relagéo ao concentrado.

Estudos tém comprovado a presenca de
atividades hemicelulolitica e celulolitica nos ciliados
do rumen, especialmente do grupo dos grandes
entodiniomorfos®®. Segundo Orpin e Letcher®, os
grandes protozoarios ciliados colonizam fragmentos
da fibra, ingerem diretamente os tecidos da planta e
facilitam a acdo de bactérias especificas. Dessa
forma, pode-se justificar a importancia de grandes
protozoarios em bovinos criados em pastagem
tropical durante o periodo seco, pois essa atividade
degradativa da parede celular vegetal acarreta melhor
aproveitamento das forragens que geralmente sdo de
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baixa qualidade nesse periodo.

A distribuicdo dos géneros de protozoarios
identificados nesta pesquisa encontra-se na Tabela 3.
Os géneros Charonina e Entodinium foram os de
maior ocorréncia no inicio, meio e fim da seca
(p<0,05). Foram identificados 17  géneros,
encontrados nos trés periodos da seca, ou seja, a
diversidade da populagdo de protozoarios foi
semelhante ao longo de todo o periodo seco. Ciliados
das familias Blepharocorythidae (Charonina spp.),
Isotrichidae (Isotricha spp.) e Ophryoscolecidae
(Entodinium spp., Eodinium spp. e Diplodinium
spp) apresentaram alta ocorréncia no ramen desses
animais alimentados em pastagem de Brachiaria
spp..

Corroborando esse dado, Dehority e
Odenyo?!, ao compararem ruminantes africanos
selvagens e domésticos, observaram  maior
diversidade das populag¢fes de protozoarios ciliados
em animais mantidos exclusivamente sob pastejo,
em relagdo a outros que eram alimentados com
concentrado.

Tabela 3 - Distribuicdo dos géneros de protozoarios ruminais provenientes de novilhos Nelore criados a
pasto no periodo da seca no norte de Minas Gerais, Brasil

Periodo da seca

Géneros Inicio Meio Final Totais
Buetschilia spp. 111 (4,2%) a 191 (5,9%) b 181 (9,7%) c 483
Isotricha spp. 253 (9,5%) a 248 (7,7%) b 232 (12,5%) ¢ 733C
Dasytricha spp. 132 (4,9%) a 209 (6,5%) b 102 (5,5%) a 443
Charonina spp. 716 (26,9%) a 698 (21,6%) b 435 (23,4%) b 1849 A
Entodinium spp. 485 (18,2%) a 452 (13,9%) b 366 (19,7%) a 1303 B
Diplodinium spp. 155 (5,8%) a 313 (9,7%) b 177 (9,5%) b 645 D
Eodinium spp. 280 (10,5%) a 318 (9,9%) a 145 (7,8%) b 743 C
Eremoplastron spp. 195 (7,3%) a 192 (5,9%) b 87 (4,7%) b 474
Eudiplodinium spp. 41 (1,5%) a 188 (5,8%) b 32 (1,7%) a 261
Diploplastron spp. 62 (2,3%) a 135 (4,2%) b 35(1,9%) a 232
Polyplastron spp. 22 (0,8%) a 56 (1,7%) b 16 (0,9%) a 94
Ostracodinium spp. 49 (1,8%) a 116 (3,6%) b 19 (1%) ¢ 184
Elytroplastron spp. 12 (0,5%) a 14 (0,4%) a 9 (0,5%) a 35
Metadinium spp. 3(0,1%) a 15 (0,5%) b 12 (0,6%) b 30
Enoploplastron spp. 33 (1,2%) a 7(0,2%) b 5(0,3%) b 45
Ophyriscilex spp. 19 (0,7%) a 7(0,2%) b 2 (0,1%) b 28
Epidinium spp. 91 (3,4%) a 70 (2,2%) b 6 (0,3%) c 167
Total 2659 (100%) 3229 (100%) 1861 (100%) 7749

Frequéncias com mesmas letras, maiusculas na coluna e minusculas nas linhas, ndo diferem entre si, comparadas estatisticamente

pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade.

Franzolim e Franzolim® descrevem a
presenca dos géneros Entodinium, Isotricha e
Dasytricha no rumen de bovinos de corte

alimentados com cana-de-aclcar picada e com
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suplementacdo com concentrado. No estudo
realizado por esses autores, as espécies do género
Entodinium compreenderam & grande maioria da
composi¢do de protozoarios ruminais de bovinos
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(79,2%). Esse género foi o mais frequente no rimen
de bovinos arragcoados com trés dietas a base de
capim elefante e concentrado, constituindo de 75% a
79,2% do total de ciliados em animais recebendo
dietas compostas por capim-elefante com taxas de
inclusdo de concentrado de até 40%?. Esse
protozoario também foi o mais frequente entre os

ciliados de bovinos zebuinos e bubalinos
alimentados com feno Cynodon dactylon e
concentrado®.

Os géneros Epidinium e Ophryoscolex sdo
conhecidos pela relagdo de antagonismo estabelecida
entre ambos, de forma que, frequentemente, nao
estabelecem populagdes mistas?*; entretanto, neste
estudo, esses dois géneros foram observados em
coexisténcia para os trés periodos avaliados,
constituindo populagfes mistas de protozoarios.

Martinele et al.®® evidenciaram que os
géneros Entodinium, Isotricha e Charonina foram os
mais frequentes para bovinos alimentados com
capim-elefante. Nesta pesquisa, além desses trés
géneros, verificou-se também a alta incidéncia do
género Eodinium, como pode ser observado na
Tabela 2.

A dieta, provavelmente, é um dos fatores
mais importantes para a concentracdo e a
distribuicdo dos géneros de protozoarios existentes
no rimen?®. Nesta pesquisa, os resultados verificados
para o pH, cor, odor e viscosidade do fluido ruminal
demonstram que, aparentemente, o principal efeito
de variacBes estacionais sobre o0s protozoarios
ciliados esteja relacionado a fenologia da forragem?"
16

Franzolim et al.? observaram que dietas com
niveis crescentes de fibra em detergente neutro
(FDN) reduzem a populacéo de ciliados no contetdo
ruminal dos bovinos de forma mais significativa que
a de bubalinos, apesar de haver reducdo do nimero
total e de quase todos os géneros de protozoarios
ciliados com nivel alto de FDN para ambos o0s
ruminantes.

Rufino et al.?® indicaram que a iclusdo de
10% de torta de macalba, que apresenta alto teor de
FDN, na dieta de ruminantes ocasionou maior
ocorréncia de protozoarios do género Charonina,
que também apresentou alta frequencia nos trés
periodos de seca avaliados neste estudo.

Nogueira Filho et al.’® avaliaram os efeitos
do fornecimento de forragem em diferentes estadios
de crescimento vegetativo sobre os protozoarios
ciliados no rimen de bovinos, verificando que o
namero total de ciliados, bem como os dos géneros
Entodinium, Diplodinium e Polyplastron,
diminuiram com o avancar da idade da planta
forrageira. Esses autores atribuiram esta queda no
nimero de protozodrios & diminuicdo de agUcares
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soliveis e ao aumento da fibra, conforme a
maturacdo da planta.

Durante a estacdo seca, 0s representantes do
género Epidinium apresentaram decréscimo na
ocorréncia, embora sejam citados por Manella e
Lourenco?” e Williams e Coleman®® por participarem
ativamente na degradacdo de material rico em
celulose. Os resultados deste estudo corroboram os
relatos de Bonhomme-Florentin et al.*°, que
avaliaram os efeitos da sazonalidade sobre as
populacgdes de ciliados de bovinos e verificaram que
houve significativo decréscimo no ndmero e nas
espécies de ciliados do género Epidinium durante a
estacao seca.

CONCLUSOES

A populacdo de pequenos e médios
protozoarios do rdmem de novilhos criados em
regido semiarida diminui com a evolucao do periodo
da seca; entretanto, a concentracdo média dos
grandes protozoarios é constante ao longo desse
periodo. Os géneros Charonina e Entodinium s&o o0s
mais frequentes no inicio, meio e final da seca.
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