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Em regies de clima semidrido, a producdo de
pastagens de boa qualidade é comprometida
durante longo periodo de estiagem.A reducédo da
digestibilidade dos tecidos vegetais ocorre
devido ao processo fisioldgico de lignificagdo da
parede celular (Carvalho e Pires, 2008).Nesse
periodo, a ingestdo de matéria seca diminui
significativamente, resultando em perda de peso
corporal. Em raz8o da redugdo no desempenho
animal, a suplementagdo da dieta torna-se
relevante,visando atender as necessidades dos
animais (Zervoudakiset al.,2002).

O sistema de confinamento sem volumoso, sO
com milho grédo inteiro e pellet proteico, pode
viabilizar a engorda de bovinos, com ganhos em
torno de 1,5kg/cab/dia, e tem sido utilizado em
diferentes sistemas de producdo bovina.
Entretanto, devido ao risco de acidose e de outras
alteracbes metabdlicas, essas dietas podem
propiciar variagdes significativas nas populagfes
de microrganismos ruminais (Gorocica-Buenfil;
Loerch, 2005; Abrdo et al., 2015).

O rdmen alberga complexa populagdo
microbiana, como protozoarios, fungos e
bactérias, que estabelecem interagdes positivas e
negativas, responsaveis pela fermentagdo do
alimento e pela producdo de &cidos graxos de
cadeia curta. Os protozoarios foram 0s primeiros
microrganismos a serem descritos  nesse
ambiente e podem representar 2% de peso do
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conteido ruminal, 40% do nitrogénio total e 60%
do produto final da fermentacdo (Kamra, 2005).

Estudos tém registrado importante participacao
dos protozoarios na digestdo e no equilibrio do
ecossistema ruminal, bem como na salde dos
ruminantes (Kamra, 2005, Takenaka et al.,
2004). Entretanto, pouco ainda é conhecido
sobre a ecologia e a importancia desses
microrganismos para animais submetidos a
dietas desafiadoras, como as pastagens de baixo
valor nutricional e frequentemente lignificadas, e
a dietas sem volumoso, em confinamento, com
milho grdo inteiro. A analise do perfil da
populacdo de ciliados pode retratar as condi¢bes
do ecossistema ruminal (Dirksen, 1993). Dessa
forma, nesta pesquisa, avaliaram-se a
concentragdo e o perfil da populacdo autdctone
de protozoarios presentes no rimen de novilhos
de corte, alimentados com ou sem volumoso.

A amostragem deste estudo foi constituida por
50 novilhos Nelore mestigos, com 30 a 40 meses
de idade, provenientes de propriedades do norte
do estado de Minas Gerais. A regido do presente
estudo localiza-se aproximadamente a 16°51° de
latitude e 44°55° de longitude, apresenta clima
tropical (AS) com temperatura média anual de
24,2° C, clima quente e seco e periodo de
estiagem de abril a outubro (Alvares et al.,
2014).


Editora
Texto digitado
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-9009


Nigri et al.

Foram avaliados dois grupos de animais, sendo o
primeiro constituido por 30 animais criados e
terminados em sistema extensivo em Brachiaria
spp. com suplementacdo mineral (Tab. 1). As
coletas do fluido ruminal nesses animais
ocorreram entre o final de marco e o inicio de
novembro, correspondendo ao periodo seco da
regido, quando as pastagens encontravam-se
mais lignificadas.

No segundo grupo, foram avaliados 20 novilhos
confinados durante 71 dias, sendo 11 dias para
adaptagdo e 60 dias para periodo experimental.

Durante o periodo da pesquisa, receberam
somente  concentrado  peletizado  proteico,
vitaminico e mineral (15% da dieta) e grdos de
milho inteiros (85% da dieta), com dois tratos
diarios. O consumo médio por animal/dia foi de
8,58kg. O produto comercial, na forma de
pellets, era constituido por fosfato bicalcico,
farelo de algoddo, carbonato de célcio, casca de
soja moida, farelo de soja, sulfato de célcio, ureia
pecuaria e premix mineral vitaminico (Tab. 1). A
amostragem desse grupo de novilhos foi
realizada no més de maio, periodo de abate dos
animais.

Tabela 1. Composicdo bromatoldgica de forragens do género Brachiaria provenientes de propriedades
rurais do norte de Minas Gerais, fornecidas aos animais deste experimento, e da dieta sem volumoso,
fornecida para os novilhos durante 71 dias de confinamento

Parametros Pastagem Pastagem Dieta sem volumoso*
Montes Claros Coracdo de Jesus

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

PB (% na MS) 2,61 5,51 17,85
EE (% na MS) 1,71 1,17 3,61
Minerais (% na MS) 8,68 5,70 8,00

Nota: MS: matéria seca; MN: matéria natural; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente &cido; PB:
proteina bruta; EE: extrato etéreo.*Dieta completa com milho gréo e concentrado peletizado e sem volumoso.

Para ambos os grupos, realizou-se jejum de 12 a
18 horas, abate e coleta do fluido do rimen por
incisdo do saco ventral do rimen, com a prévia
concussao cerebral e sangria em abatedouro com
inspe¢do municipal ou federal. Os procedimentos
adotados com os animais foram submetidos e
aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimenta¢do Animal da UFMG, protocolo n°
156/05.

Foram coletados aproximadamente 15mL do
fluido ruminal, com o auxilio de pipetas estéreis
invertidas. As amostras foram transportadas em
caixas isotérmicas a 4°C e armazenadas até uma
hora, em tubos de ensaio. Posteriormente, no
laboratdrio, amostras de 1mL desses fluidos
foram diluidas em 9mL de solucdo de
formaldeido a 10% para conservacdo das
estruturas  morfolégicas dos  protozoéarios
(Dehority, 1993). Para a quantificacdo dos
protozodrios, foram realizadas diluigdes decimais
em tubos contendo 9mL de solucdo salina,para
contagem de protozoarios pequenos, médios e
grandes, em cdmara de Sedgewick Rafter, em
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microscopio Optico (Dehority, 1993; Dirksen,
1993).

Para identificacdo dos protozoarios, foram
utilizadas aliquotas das diluicdes 107 ou 107,
juntamente com uma gota de lugol em laminas
de microscopia, para visualizacgdo em
microscopio Optico das microestruturas dos
protozoarios.  Utilizou-se objetiva de 40x, e
aproximadamente 100 protozodarios por animal
foram classificados de acordo com a chave
descrita em Dehority (1993). As caracteristicas
fisico-quimicas dos fluidos ruminais foram
avaliadas, e o pH estimado, utilizando-se um
potencidémetro digital (Dirksen, 1993).

O delineamento do experimento foi inteiramente
ao acaso. ApoOs analise exploratéria, as
concentragdes obtidas foram transformadas em
logy (x+10) e comparadas utilizando-se teste de
t student. Para andlise das ocorréncias dos
géneros, foi utilizado o teste do qui-quadrado. Os
dados foram processados no sistema para
analises estatisticas, SAEG, considerando-se 0
nivel de significancia de 5%.
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As populacdes de protozoarios pequenos, médios
e grandes em novilhos alimentados sem fonte de
volumoso foram significativamente menores
guando comparadas com o grupo alimentado
com volumoso (P<0,05) (Tab. 2). A populagéo

dos protozoarios ciliados do rimen pode variar
entre 10* e 10° protozoarios/mL de conteido
ruminal, dependendo do tipo de alimentacdo
oferecida (Kamra, 2005).

Tabela 2.ConcentragcGes médias de protozoarios por mililitro de fluido ruminal de novilhos mestigos
Nelore criados em pastagem lignificada ou confinados e alimentados sem volumoso

Categorias Pequenos’ Médios Grandes’ Totais
Com volumoso 415.973,3Aa 231.183,3Aa 21.233,3Ba 668.389,9a
Sem volumoso 28.415,0Ab 18.540,0Bb 3.955,0Cbh 50.930,0b

Meédias seguidas de letras diferentes mailsculas nas linhas e mintsculas nas colunas diferem entre si pelo teste t de
Student (P< 0,05).
pequeno (até 40 x 60um), médio (até 100 x 150um) e grande (maior do que 100 x 150um).

Para todos os novilhos alimentados com a
pastagem lignificada, observou-se coloracdo
castanho e o pH médio foi 7,4 no liquido
ruminal. Ja para os animais confinados e
alimentados  somente  com  concentrado,
observou-se fluido ruminal com coloragéo cinza
leitosa. Dirksen (1993) relata que animais a pasto
apresentam fluido ruminal com coloracgéo verde-
oliva ou castanho-esverdeada. J& o fluido do
rimen branco a cinza-leitoso sugere acidose
ruminal (Dirksen, 1993). A reducdo do azul de
metileno foi maior que seis minutos para 0s
animais a pasto e menor que um minuto para
100% dos animais em confinamento. Dessa
forma, os novilhos alimentados exclusivamente
com concentrado apresentaram caracteristica
fisico-quimica de acidose ruminal subclinica
com pH médio de 5,07, justificando a menor
concentragdo dos protozodrios ruminais para
esses novilhos, uma vez que, quando ha acidose
ruminal, ocorre morte desses ciliados (Kamra,
2005).

Nesses novilhos com acidose subclinica, a
populacdo de grandes protozoérios, considerada

mais sensivel ao pH &cido (Dirksen, 1993), foi
significativamente menor quando comparada a
dos pequenos e médios ciliados do ramen (Tab.
2). Trés novilhos desse grupo que apresentaram
pH ruminal inferior a 4 apresentaram-se
defaunados. Segundo Jesus et al. (2012), a
utilizacdo de alto nivel de concentrado na dieta
reduz o nimero total de protozoarios devido a
queda no pH ruminal, uma vez que, em valores
abaixo de 6,0, ocorre queda acentuada na
concentracdo de protozoarios totais.

No presente estudo, ambos 0s grupos
apresentaram o limite minimo da normalidade
para a concentracdo desses ciliados. No grupo
alimentado na pastagem, esse menor ndmero
poderia ser atribuido a baixa qualidade da dieta,
e no grupo em confinamento, a reducdo
significativa do pH. Verificou-se correlagédo
positiva (P<0,01) entre o pH e as médias de
protozoarios pequenos, médios, grandes e totais
no fluido ruminal de novilhos Nelore avaliados
(Tab. 3).

Tabela 3. Matriz de correlacdo de Pearson para as variaveis pH, pequenos, médios, grandes e totais

protozoarios em novilhos Nelore

Variaveis pH Prot. pequenos Prot. médios Prot. grandes Prot. totais
pH 1 0,6154 0,5331 0,6507 0,6227
Prot. pequenos 1 0,7930 0,4796 0,9677
Prot. médios 1 0,5911 0,9205
Prot. grandes 1 0,5679
Prot. totais 1

Pesquisas apontam que protozodrios ruminais
apresentam-se em maior populacdo quando a
dieta é constituida de propor¢cdes mistas de
volumoso/concentrado.  Quanto  maior a
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propor¢do de concentrado, menor serd sua
concentragdo, devido a acidificacdo do meio. Os
protozoarios sdo importantes no meio ruminal,
pois fermentam carboidratos, usando amido e
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acUcares sollveis, evitando, assim, a rapida
formagdo de 4&cido latico, o que estabiliza a
fermentacdo ruminal e dificulta o abaixamento
do pH (Jouany; Ushida, 1990; Ushida et al.,
1990).

Resultados semelhantes foram descritos por
Jéhannes et al. (2006), que observaram
acentuada diminuicdio na populacdo de
protozoarios com o incremento de amido em
dietas para ruminantes. Entretanto, outros autores
relataram aumento no nimero de protozoarios a
medida que se elevaram os niveis de concentrado
adicionados as dietas (Martinele et al., 2008). De
acordo com Franzolin e Dehority (2010), longos
periodos de baixo pH ruminal, provavelmente,
sd80 mais prejudiciais para a sobrevivéncia dos
protozoarios ciliados no rdmen que outros
fatores.

Dessa forma, protozodrios ruminais séo
importantes na manutencdo do pH do ramen. Na
auséncia de protozoarios ciliados no ramen, o pH
e as concentragdes de nitrogénio amoniacal do
fluido ruminal diminuiram, enquanto as
concentragdes de acidos graxos volateis totais,
nitrogénio total e nitrogénio precipitavel a acido
tricloroacético aumentaram (Santra e Karim,
2002).

Neste estudo, os bovinos alimentados em
pastagem com elevado teor de fibra lignificada
apresentaram média de grandes protozoarios
significativamente  superiores  aquelas de
novilhos confinados e alimentados sem
volumoso. Estudos tém apontado a importancia
desses protozoarios na digestdo de fibras.
Enzimas produzidas por protozoarios do rimen
constituem significante porcdo das enzimas
hidroliticas no rimen (Agarwal et al., 1991). Em
uma pesquisa, constatou-se que a menor
atividade da carboximetilcelulase no rimen de
cordeiros defaunados contribuiu para a menor
digestibilidade da celulose, indicando a
relevancia dos protozoarios ciliados do rimen na
digestdo das fibras (Santra e Karim, 2002).

Neste estudo, foram identificados 17 géneros,
com grande diversidade da populagdo de ciliados
no rimen dos novilhos. Nesta pesquisa, para 0s
animais alimentados em pastagens, 0s géneros
Dasytrichia, Charonina, Eudiplodinium,
Entodinium, Diplodinium, Ostracodinium e
Epidinium foram os de maior ocorréncia.
Entretanto, para aqueles alimentados sem
volumoso, os géneros Buetschilia, Isotricha,
Eodinium, Polyplastron, Elytroplastron,
Metadinium e Enoploplastron foram os mais
frequentes (Tab.3).

Tabela 3. Distribuicdo dos géneros de protozodrios ruminais de novilhos zebuinos criados em pastagens

lignificadas ou em confinamento sem volumosos

Géneros

Novilhos com volumoso

Novilhos sem volumoso

6,23% 5550a 29,38%
9,45% 2170a 11,48%
5,71% 730b 3,86%
23,86% 1410b 7,46%
16,81% 2040b 10,79%
8,32% 660b 3,49%
9,58% 2250a 11,91%
6,11% 1040a 5,50%
3,36% 380b 2,01%
2,99% 410b 2,17%
1,21% 330a 1,74%
2,37% 420b 2,22%
0,45% 590a 3,12%
0,38% 240a 1,27%
0,58% 380a 2,01%
0,36% 50a 0,26%
2,15% 240b 1,27%
100% 18890 100%

Médias seguidas de mesmas letras nas linhas nao diferem entre si, comparadas estatisticamente pelo teste de qui-

Buetschilia spp. 483b
Isotricha spp. 733b
Dasytricha spp. 443a
Charonina spp. 1849a
Entodinium spp. 1303a
Diplodinium spp. 645a
Eodinium spp. 743b
Eremoplastron spp. 474a
Eudiplodinium spp. 261a
Diploplastron spp. 232a
Polyplastron spp. 94b
Ostracodinium spp. 184a
Elytroplastron spp. 35b
Metadinium spp. 30b
Enoploplastron spp. 45b
Ophyriscilex spp. 28a
Epidinium spp. 167a
Total 7749
quadrado(P>0,05).
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Essas diferencas observadas para as populacfes
de protozoarios ruminais neste  estudo
corroboram a pesquisa de Williams (1986), que
reporta que a dieta € um dos fatores mais
importantes para a concentragdo e a distribui¢do
de protozoarios existentes no rimen.

Outro estudo constatou a diversidade entre as
comunidades de protozodrios ruminais de
novilhos alimentados com feno ou alimentados
com silagem de graos. De acordo com métodos
moleculares e microscépicos, 0 género
Entodinium foi mais abundante em bovinos
alimentados com silagem de grdos. Por outro
lado, a diversidade de ciliados ruminais foi maior
para  aqueles alimentados com  feno,
demonstrando maior estabilidade do ambiente
ruminal (Tymensen et al., 2012).

Silva et al. (2014) também constataram a
influéncia da dieta sobre a populagdo de
protozodrios, ocorrendo queda na concentragao
de protozoarios de acordo com o aumento do
periodo de seca,quando a pastagem disponivel
para a alimentacdo era de menor qualidade. Para
vacas leiterias, a incluséo de torta de macauba no
concentrado  reduziu  significativamente a
concentragdo de protozodrios ciliados no liquido
ruminal (Santos et al., 2015).

Grandes protozoarios da familia
Ophyroscolecidae, como  Epidinium  spp.,
Polyplastron spp. e Eudiplodinium spp.,
apresentaram niveis elevados de endoglucanase e
xilanase (Takenaka et al., 2004). No presente
estudo, as populagdes de Epidinium spp. e
Eudiplodinium spp. foram significativamente
superiores para 0s novilhos em pastagem,
corroborando a importancia desses géneros na
digestdo de fibras.

Contudo, estudos com animais defaunados
mostraram que a exclusdo desses eucariotos
traria efeito benéfico sobre a taxa de crescimento
e eficiéncia de conversdo alimentar de animais
em condicOes especificas de alimentagdo, como
confinamentos (Bird et al., 1994;Santra et al.,
1994). A defaunacdo poderia reduzir a produgéo
de metano em 20-30% e aumentar a
disponibilidade de energia metabolizavel para os
animais em cerca de 12% (Santra et al., 1994).A
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eliminacédo de protozoarios ruminais
(defaunacdo) tem aumentado as taxa de
crescimento e o ganho médio diario (GMD) dos
ruminantes  (Newbold et al., 2015),
especialmente quando o alimento é deficiente em
proteina em relagdo ao contelldo energético
(Nguyenet al., 2016).

Os protozoarios ruminais sdo produtores de
hidrogénio (H,) e sintetizam principalmente
acetato e butirato em vez de propionato. Dessa
forma, a defaunacdo deveria induzir maior
proporcdo de propionato no ambiente ruminal,
entretanto esse fenbmeno nem sempre é
observado (Hegarty et al., 2008). Contrariamente
a esses beneficios da defaunagdo, alguns estudos
concluiram que os protozodrios representam
componente essencial do ecossistema microbiano
no rimen e que a sua exclusdo tem efeito
negativo sobre a produtividade dos ruminantes e
a digestibilidade da fibra e da celulose (Santra e
Karim, 2000; Santra e Karim, 2002).

A defaunacdo nado alterou a producdo diaria de
metano entérico 10-25 semanas ap6s o
tratamento (Bird et al., 2008) e em cordeiros sem
protozoarios do nascimento ou do desmame
(Hegarty et al., 2008). A auséncia de
protozoérios ruminais, portanto, nem sempre
reduz as emissdes de CH, (Morgavi et al., 2012;
Kumar et al., 2013). Assim, o papel dos
protozoarios do rdmen na moderacdo da
concentragdo de H, e da fermentagdo no rdmen
ndo é consistente ou claramente compreendido
para aos diferentes tipos de dietas ou categorias
de ruminantes (Kumar et al., 2013; Nguyenet al.,
2016).

As populagdes dos protozoarios ruminais
correlacionam-se positivamente com o pH do
fluido ruminal de novilhos Nelore. Novilhos
alimentados sem volumoso e com dieta com alto
nivel de inclusdo de grdos apresentam menor
populagdo de protozoarios ruminais do que
aqueles criados em pastagem lignificada e
apresentam perfis diferentes na distribuicdo de
géneros desses ciliados.

Palavras-chave: ciliados, microbiota ruminal,
pecuéria de corte, acidose ruminal, terminacéo
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ABSTRACT

This study aimed to quantify and identify the profile of the rumen protozoa population of beef steers fed
with or without roughage. Nellore crossbred steers raised in extensive system on lignified tropical
pastures with mineral supplementation and steers confined for 60 days only receiving pelletized
concentrate and whole corn kernels were evaluated. After slaughter, rumen fluid was collected and one
ml aliquots were diluted in nine ml formaldehyde solution at 10%. The counts of small, medium and large
protozoa were held in Sedgewick Rafter chambers and identification of genus was possible after staining
lugol and optical microscope with a 40X objective. The concentration of rumen protozoa positively
correlated with pH ruminal. Cattle fed without roughage had significantly lower rumen protozoa
population (P<0.05). Animals fed roughage had higher occurrence of Dasytrichia genus, Charonina,
Entodinum, Diplodinium, Ostracodinium and Epidinium while those fed without bulk, the Buetschilia,
Isotricha, Eodinium, Polyplastron, Elyplastron, Metadinium and Enoploplastron were the most frequent

genus.

Keywords: ciliates, rumen microorganisms, beef cattle, ruminal acidosis, termination
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