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RESUMO

Objetivou-se com a realizacdo deste trabalho
desenvolver modelos estatisticos para estimar
as variagdes da populacdo de protozoarios
ruminais em fungdo da relacdo
volumoso:concentrado e da presenga ou nao de
aditivos na dieta. Foram construidas planilhas
mediante a utilizagdo do sofiware Excel com
dados referentes a composicdo da dieta,
presenga e auséncia de aditivos e do numero de
protozoarios do rimen de bovinos de 23 artigos
cientificos e trés teses realizados no Brasil.
Estas varidveis foram utilizadas e testadas para
obtencdo da equagdo para predicdo do perfil da
populacdo de protozoarios. Os modelos
estatisticos obtidos foram verificados por
analise residual e a secle¢do das variaveis foi
realizada considerando o nivel de significancia
de 5% de probabilidade do erro experimental.
Verificou-se que dietas com maior proporg¢do de
volumosos favorecem o incremento na
populagdo de protozoarios totais e em particular,
de Entodinium, enquanto a presenga de
ion6foros reduz o nimero desses micro-
organismos ruminais. O modelo estatisticos
desenvolvido pode auxiliar na identificagdo
antecipada de fatores nutricionais limitantes
para o desenvolvimento da microbiota ruminal.

Palavras-chave: ciliados ruminais, microbiota
ruminal, ruminantes

SUMMARY

The objective was to develop statistical models
to estimate variations in the population of
Protozoa in the light of forage: concentrate ratio
and the presence or absence of additives in the
diet. Excel spreadsheets with data on diet
composition, presence and absence of additives
and the number of protozoa in the rumen of
cattle for work done in Brazil were using. These
variables were used and tested to obtain the
equation for predicting the profile of the
population of protozoa. The models obtained
were checked by residual analysis and selection
of variables was performed considering the
significance level of 5%. It was found for the
total count of protozoa and Entodinium that the
increased proportion of large positive effect and
additive ionophores had a negative effect. The
use of statistical models can provide a better
understanding of dietary factors on the
microbiota of the rumen and on the animal.

Keywords: rumen ciliates, rumen microbial,
ruminants
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INTRODUCAO

Embora os protozodrios ruminais
ndo sejam a populagdo mais numerosa
do ramen, chegam a representar cerca
de metade da biomassa de micro-
organismos, o que contribui de forma
efetiva para os eventos digestivos
neste compartimento (DIJKSTRA &
TAMMINGA, 1995). O entendimento
de fatores dietéticos e fisico-quimicos
que governam a populagdo de
protozoarios ruminais tem sido objeto
de muitos estudos (KOZLOSKI, 2002).
Entretanto, a maioria desses estudos
aborda aspectos qualitativos da dieta
sobre as populacdes de protozoarios
ruminais, porém, sem salientar aspectos
quantitativos que determinam o seu
aumento ou redu¢ao no ramen.

Johannes et al. (2006) observaram
acentuada diminui¢ao na populacao de
protozoarios na medida em que se
incrementa a participacdo do amido em
dietas para ruminantes. Outros autores
relataram aumento no nuamero de
protozodrios a medida que elevaram-se
os niveis de concentrado adicionados a
dieta (BURGER et al., 2000; HRISTOV
et al.,, 2001; MARTINELE et al.,
2008a). Estratégias para modificagdao
do ambiente ruminal s3o foco de
pesquisas (FONSECA & DIAS-DA-
SILVA, 2001; LOPES et al., 2002;
VARGAS et al., 2002; EUGENE et al.,
2004; PEREIRA et al, 2005;
FANDINO et al, 2008), também a
administracdo de aditivos alimentares
como o uso de ionoforos, que
comprovadamente reduzem o numero
de protozoarios (VALINOTE et al.,
2005; MARTINELE et al., 2008b;
RISPOLI et al., 2009). Essa tendéncia,
também tem sido observada no Brasil,
uma vez que nos ultimos anos houve
expressivo aumento no numero de
publicacdes que abordaram os efeitos da

dieta sobre a populagdo de protozoarios
ruminais (NOGUEIRA FILHO et al.,
2004; GIRI et al., 2005; MIRESAN et
al., 2006; MARTINELE et al.,
2008a; MARTINELE et al., 2008b). O
uso da meta-andlise pode contribuir
decisivamente para sistematizar as
informagdes disponiveis, bem como
integrar e compreender os distintos
fendmenos que podem ocorrer no
ambiente ruminal (LUIZ, 2002;
LOVATTO et al., 2007).

Objetivou-se com a realizagdo este
trabalho usar uma abordagem em meta-
analise para  relacionar dietas de
diferentes naturezas com a dinamica da
populagdo de protozoarios ruminais.

MATERIAL E METODOS

As equagdes de predicdo foram
construidas a partir da selegdo de artigos
e outras formas de divulgagao cientifica,
que relacionavam a concentra¢do de
protozoarios com descritores dietéticos
como a propor¢cdo de concentrado e
volumoso, teor de fibra em detergente
neutro e proteina bruta, e também a
presenca ou ndo de ionoforos.

A base de dados utilizada para a
realizacdo da meta-anélise foi composta
por 23 artigos cientificos publicados no
Brasil (Tabela 1).

A tese, dissertacdes ¢ dois trabalhos
publicados em anais de congresso
constam nas referéncias, pois destes
depende a reprodutibilidade do trabalho.
Os artigos foram publicados nos seguintes
periodicos:  Arquivos Brasileiros de
Medicina Veterinaria e  Zootecnia,
Ciéncia e Agrotecnologia, Boletim de
Industria Animal, Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Revista Brasileira de Zoologia
e Revista Brasileira de Zootecnia, no
periodo de 1981 a 2006.
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Tabela 1. Base de dados utilizada para modelagem estatistica conforme ano de

publicagdo (artigos)

Ano de Publicagio (1981-1998)

1981 1992 1996 1998
. . . D’Agosto & Santa Rosa
Lyle et al. Nagajara et al. Franzolin & Dehority Nogueira Filho ct al.

Ano de Publicacao (2000-2006)

2000 2001

2002 2005 2006

Arakiki et al.
Burger et al. Hristov et al.
D’Agosto & Guedes Sélvio &
Franzolin & Franzolin | D’Agosto
Nogueira Filho et al.

Camerini & Silva

Franzolin et al. Valinote et al. et al.

Rodrigues et al.

Ano de Publicacao (2007-2009)

2007 Martingl(c)aoft al.(a) Tese Dissertacao
Martinele et al. Martinele ot all (b) Rispoli et al. Domingues (2006) Ortolan (2005)
Vidal et al. Soares et al ’ Saran Neto et al. & Rivera (2006)

As informagdes disponiveis foram
sistematizadas em planilhas do software
Excel, e foram registradas como
variaveis a composicao da dieta (relagdo
volumoso:concentrado), presenga e
auséncia de aditivos (monensina),
lipideos e compostos secundarios de
plantas (taninos), como dados de
entrada; perfil da microbiota ruminal,
como dados de saida, detalhado
em: Protozoarios Totais, Familia
Isotrichidae (Isotricha e Dasitricha),
Subfamilia Entodiniinae (Entodinium),
Subfamilia Diplodiniinae (Diplodinium,
Eudiplodinium, Metadinium,
Eremoplastron, Eodinium, Diploplastron,
Ebtroplastron, Polyplastron e
Ostracodinium) e Subfamilia
Ophryoscolecinae  (Epidinium). Estas
variaveis foram utilizadas para obtencado
das equacdes para predicao do perfil da
microbiota. A verificacdo da adequacao
dos modelos foi realizada considerando a
analise residual, o valor do coeficiente de
determinacio (R*) e o p-valor dos
modelos (p<0,05).

Apos verificada a adequagdo dos
modelos, a significancia das varidveis

foi estabelecida mediante a realizagao
da razdo ¢ e seu respectivo valor de p, e
considerou-se o nivel de significancia
de 5% , através do software MINITAB
(Versao 15).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Independente de género ou espécie, pode-
se esperar grande variagdo no numero de
micro-organismos ruminais. Parte disso
se deve as inumeras possibilidades
de combinacdo de alimentos presentes
na dieta dos ruminantes. Dos estudos
consultados pode-se observar que o
género  Entodinium é o principal
representante (80%) dos protozoarios no
ambiente ruminal (Tabela 1). Mesmo
assim, ao se considerar os valores
minimos e maximos, a amplitude
das concentragdes relatadas ¢ bastante
acentuada, como parte das diferentes
naturezas e objetivos dos estudos
consultados (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados descritivos da concentracdo de protozoarios totais e subpopulagdes
proveniente do ramen de bovinos (x 10* células/ml)

Variaveis Minimo maximo  média % do n Desvio

total padrao

Protozoarios totais 6.4 114 48,01 100,00 42 29,06
Entodinium 6,01 83,90 39,75 80,00 53 17,25
Epidinium 0,5 9,96 3,87 7,80 26 3,16
Diplodiniinae 0,10 7,00 2,55 5,10 41 1,69
Isotrichidae 0 13,0 3,51 7,10 35 3,49

A propor¢do de volumoso pode ser um
dos fatores associados a variagdo no

protozoarios por ml
maior em animais

ruminal, foi

1

de conteudo

que

numero de protozoarios no ramen (Tabela
3, equagdo 1). Isso foi devidamente
relatado por Kudo et al. (1990), ao
observarem que o numero médio de

receberam dietas a base de volumoso (4.6
x 10%, quando comparado aos animais
que receberam dieta a base de
concentrado (8.5 x 10°).

Tabela 2. Equacdes de regressio e valores de R? das respectivas equagdes para as
populacdes de protozoarios ruminais

Variaveis N° Eq. Equacdo R’
. . (Y) = 35,0340 + 0,5471 volumoso — 22,0560
Protozoarios Totais 1 ) aditivos - 0,0097 vol*con. 0,86
Protozoarios Totais — efeito do ) Raiz (Y)=-17,458 +3,3415 pH — 2,2133 0.77
pH ruminal _aditivos +0,0011 vol*con ’
.. Raiz (Y) =5,2756 + 0,0177 volumoso — 2,3966
Entodinium 4 " aditivos + 0,0004 vol*con 0:67
e Log (Y)=10,4071 + 0,1754 raiz (x;) + 0,1591 raiz
Epidinium >  (xy)— 1,402 aditivos 0.91
. - Raiz (Y) =0,9565 + 0,0101 volumoso — 0,6175
Diplodiniinac 6 ~ aditivos + 0,0001 vol*con, 0,73
Isotrichidac 7 Raiz (Y) =1,7242 + 0,0124 volumoso — 1,1876 0,70

aditivos - 0,0002 vol*con.

Na Figura 1 observa-se a estimativa da
populagdo de protozoarios totais no
rimen a partir da equagdo (1), em
fun¢ao dos niveis de concentrado na
dieta, com a presenga ou auséncia de
aditivos.

A presenga de antibidticos iondforos
na dieta dos ruminantes afeta os micro-
organismos ruminais, independente da
relacdo volumoso:concentrado (Figura
1). Pela natureza da agdo desse aditivo
(efeito antimicrobiano), ¢ esperada a

reducdo no namero de protozoario,
como relatado por (ARAKIKI et al.,
2000; MACKIE et al., 2002; VALINOTE
et al., 2005; MARTINELE et al., 2008b;
RISPOLI et al., 2009; GOMES et al,
2010). O teor de lipideos da dieta também
esta relacionado ao numero de ciliados
no ramen (VALINOTE et al., 2005;
BALIEIRO-NETO &  MELLOTI,
2007; ALCAIDE & RUIZ, 2008;
MARTINELE et al.,, 2008b). Elevada
participagdo de concentrados na dieta
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reduz o niimero total de protozoarios, o
que pode levar a defaunagdo ruminal
(DUKSTRA, 1994; FRANZOLIN &
DEHORITY, 1996). O amido na dieta de
ruminantes, leva a reducdo do pH
ruminal, em parte por alterar a salivagdo e
a capacidade de tamponamento no ramen.
Nessas condicdes ha restrigoes do
ambiente ruminal para o desenvolvimento
de algumas espécies de micro-
organismos, aos quais se incluem os
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protozoarios. Burger et al. (2000)
observaram  comportamento  linear
decrescente com valores de 9,5 x10% e 1,4
x10* células/mL, para os niveis de 75 e
90% de concentrado. Deve ser observado
que os protozoarios, principalmente os
do género Entodinium sdo sensiveis a
alteracdo de pH, utilizam
preferencialmente nutrientes insolaveis,
como aqueles presentes na parede celular
vegetal.

¥=135,0340 + 0,5471 * Vol. - 22,0560 * Adit. — 0,0097*vol*conc.

—— Prot. Totais sem
Aditivos

—&— Prot. Totais com
Aditivos

0 \ ‘ ‘
0 20 40 60

80 100

Teor de Concentrado na Dieta (%)

Figura 1. Estimativa do nimero de protozodrios ruminais totais (x
4 ~ ;s
10" células/ml) em funcdo dos niveis de concentrado na
dieta, na auséncia ou presenga de aditivos

Na Figura 2 sdo apresentadas estimativas
da concentragao de protozoarios totais no
ramen em fungdo do pH ruminal, na
auséncia de aditivos, a partir da equacao
(2) apresentada na Tabela 2.

O pH ruminal ¢ funcdo da relacdo entre a
taxa de producdo de 4cidos graxos
volateis pela microbiota ruminal e os
mecanismos ~ tamponantes  (secrecao
salivar, absor¢ao e passagem). Com base
na equacdo e na Figura 2 pode-se
perceber que a queda do pH ruminal
abaixo de 6,0 reduzira a concentracao de
protozoarios totais. Em sistemas de
manejo, nos quais esta caracteristica se

apresente, ¢ interessante adotar medidas
que mantenham o pH acima de 6,0.
Como consequéncia da redugdo do
pH a permeabilidade da membrana
celular, a estabilidade de macromoléculas
e atividade de enzimas intra e
extracelulares podem ser afetadas.
Mesmo assim, micro-organismos tentarao
manter o pH intracelular constante, ou
seja, proximo a faixa Otima para seu
crescimento. Entretanto, os mecanismos
utilizados pelos micro-organismos para a
manutengdo do pH intracelular sdo
consumidores de energia e, desta forma,
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podem causar reducao do seu crescimento
(MADIGAN & MARTINKO, 2006).
De acordo com Jouany (1996), a reducao

(valor médio). Segundo estimativas do
National Research Council (NRC, 2001)
cada 1kg de nutriente digestivel total

da populacdo de protozoarios pode
aumentar a eficiéncia de sintese de 130g de proteina microbiana para o
proteina microbiana (N microbiano abomaso. Nesse caso a defaunagdo
formado/kg matéria organica fermentada) poderia aumentar esse valor para
de 40 a 125%, e o fluxo de proteina 189,8g/kg de NDT (Figura 3).
microbiana para o abomaso em 47%

(NDT) consumido permite o fluxo de

457
407
351
301
257
207
157

Protozoarios totais estimados

107
5

0 T T T 1
5,0 5,5 6,0 6,5 7.0

pH ruminal

Figura 2. Estimativa do nimero de protozoarios totais
no rmen (x 10* células/ml) em fungdo da
variacao do pH ruminal (sem aditivos)
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Figura 3. Estimativa do aporte de proteina microbiana em
funcdo do niveis consumo de NDT (kg/dia) em
animais faunados e defaunados
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Muitas alteracdes no ambiente ruminal
podem alterar a dindmica ruminal
o que dificulta o processo de predigao
do desempenho animal a partir dos
componentes dietéticos, particularmente
quando modelos estaticos sdo utilizados
na predi¢cdo (DIJKSTRA, 1994).

Neste estudo, o nimero médio total de
ciliados por mL de conteudo em dietas
sem aditivos e em dietas que utilizaram
algum tipo de aditivo (monensina,
6leo ou tanino) foi de 58,09 x 10°
células/ml e 27,86 x 10* células/ml,
respectivamente. A presenca de aditivos
promoveu redugdo na populacao total de
protozoarios, portanto como comprovado
pelo modelo estatistico, a presenca de
aditivos reduz as populacdes de ciliados,
comportamento esse  verificado por
Arakiki et al. (2000), Valinote et al.
(2005), Martinele et al. (2008b), Rispoli
et al. (2009) e Gomes et al. (2010).

Na Tabela 2 observa-se a equagdo de
regressdo ajustada para o numero de
protozodrios do género Entodinium (X
10* células/ml). A medida que aumenta
a propor¢cdo de volumoso na dieta,
aumenta o numero de protozoarios
do género Entodinium. Este resultado
pode ser explicado porque o género
Entodinium, compdem mais de 70% da
populagdo total de protozoarios ruminais,
que proliferam em dietas a base de
volumoso (OGIMOTO & IMAL 1981).
A predominancia de ciliados da
Subfamilia Diplodiniinae no rimen de
bovinos, especialmente de organismos do
género Entodinium, conforme Siqueira &
D’Agosto (2003) foi confirmada neste
estudo, o qual registrou em média,
80% da populagdo total de protozoarios
composta por estes micro-organismos.
Franzolin & Franzolin (2000) afirmam
que as espécies deste  género
compreendem 79,2% da composi¢do da
fauna de bovinos. A predominancia do
género  Entodinium  foi  igualmente
verificada em bovinos por Manella &

Lourenco (2004) e Martinele et al.
(2007) que obtiveram, respectivamente
74,8% e 78,7% da populagdo total de
ciliados, valores bem proximos aos
determinados neste estudo (Tabela 1).
Esta populacdo representa uma grande
parcela dos protozoarios totais e,
portanto, sofrem da mesma forma o
efeito negativo dos aditivos, uma vez
que a populagdo ¢ reduzida em funcao
da adi¢ao de ionoforo a dieta. Arakiki et
al. (2000), ao avaliarem os efeitos da
monensina sobre a populagdo de
protozodrios observaram diminui¢do na
percentagem de Entodinium em animais
que recebiam dietas com adicdo do
ion6foro. A interagdo volumoso X
concentrado foi utilizada nesta equagdo
para fins de ajuste.

Na Tabela 2 observa-se a equacdo de
regressdo ajustada para o numero de
protozoarios do género Epidinium (x 10*
células/mL). O nimero de protozoarios
do género Epidinium aumenta a medida
que diferentes doses de volumoso e
concentrado s3o administradas na dieta.
Deve ser observado que Epidinium
sp. sdo ativos na degradacdo tanto
de amido (concentrado), quanto
de celulose/hemicelulose (volumoso),
(BAILEY & HOWARD, 1963).

A presenca de aditivos reduziu
significativamente as populacdes de
Epidinium, o que demonstra efeito similar
aquele constatado para o numero de
protozoarios  totais e  Entodinium.
Martinele et al. (2008b) ao estudarem os
efeitos da adi¢ado de monensina a dieta
observaram a diminui¢do na contagem de
Epidinium quando adicionado o iono6foro.
Na Tabela 2 observa-se a equacdo de
regressdo ajustada para o numero de
protozodrios pertencentes a SubFamilia
Diplodiniinae ~ (x  10*  células/ml).
Para Diplodiniinae, com relacdo a
variavel volumoso, os resultados foram
semelhantes aos obtidos para Entodinium,
o que demonstra que estes dois grupos de
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protozoarios se comportam da mesma
forma mediante alteragdes na dieta.
Esta mesma populagdo foi afetada
negativamente pela presenca de aditivos,
0 que evidencia comportamento similar
aquele observado para protozodrios totais,
Entodinium e Epidinium. Da mesma
forma, Rispoli et al. (2009) observaram
efeito redutor do tratamento com
monensina sobre ciliados da Subfamilia
Diplodiniinae. A interagdo volumoso e
concentrado foi utilizada como variavel
de ajuste.

N° Isotrichidae estimado

—+ ISOT.SADIT

—=— ISOT.CADIT

Na Tabela 2 observa-se a equagdo de
regressdo ajustada para o numero de
protozoarios da Familia Isotrichidae (x
10* células/ml). A interagdo volumoso e
concentrado embora sem  efeito
significativo foi mantida na equacdo de
regressao apenas para efeito de ajuste.
Na Figura 4 observa-se a estimativa do
numero de protozoarios da Familia
Isotrichidae em fun¢dao dos niveis de
concentrado e da presenga ou auséncia
de aditivos.

0 20 40

60 80 100 120

Teor de concentrado na dieta (%)

Figura 4. Estimativa do nimero de protozoarios da Familia
Isotrichidae (x 10* células/ml) em funcdo dos niveis
de concentrado na dieta, na auséncia (SADIT) ou
presenca (CADIT) de aditivos

Cabe resaltar que esta populacdo prolifera
intensamente em dietas a base de
concentrado, mas sua representatividade
(cerca de 5%) ainda ¢ muito pequena
quando comparada ao primeiro grupo.

Contrariamente, a varidvel volumoso
mostrou efeito significativo, uma vez que
houve aumento na populacio de
protozoarios da Familia Isotrichidae
(Tabela 1), isto porque holotriquios estao
presentes em maior nimero quando a

dieta ¢ rica em concentrado, (OGIMOTO
& IMAL, 1981). No entanto, as enzimas
responsaveis pela degradagio de celulose
e hemicelulose tém sido reportadas em
protozodarios holotriquios, embora em
niveis baixos quando comparados
com os protozoarios entodiniomorfos
(WILLIAMS & COLEMAN, 1991).

Martinele et al. (2008b) observaram que a
adicdo de oleo de soja a dieta reduziu o
numero de protozodrios Isotricha e
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Dasytricha; a adicdo de monensina
diminui o nimero de protozodrios do
género Dasytricha, o que confirma o
efeito negativo dos aditivos sobre
Isotrichidae.

O wuso de aditivos comprovadamente
reduz as populagdes de ciliados, fato
evidenciado para todas varidveis em
estudo. De posse desta informacao o
pesquisador pode manipular o ambiente
ruminal  mediante  alteragdes  nas
proporcdes de aditivos utilizadas na dieta.
Volumosos, concentrados e aditivos
afetam distintamente a populacdo de
protozoarios no rumen. Enquanto a maior
presenca de volumosos na dieta favorece
ao incremento na populacio de
protozodrios ruminais, concentrados e
aditivos (monensina, taninos e lipideos)
agem como inibidores do crescimento
desses micro-organismos.

Reduzir a quantidade de protozoarios no
ramen pode ter consequéncias sérias na
digestdo da fibra e na disponibilidade de
nutrientes, como a proteina sintetizada no
raimen por estes organismos. Na
formulagdo de dietas para ruminantes,
deve-se levar em consideragao a melhor
combinacdo de componentes que
resultem na  maxima = produgdo
microbiana. Nesse sentido, pode ser de
extrema utilidade a disponibilidade de
modelos preditivos que permitam avaliar
os efeitos da dieta na populacao
microbiana.
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