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RESUMO - Este trabalho teve por objetivo verificar eventuais alteragdes quantitativas de populagdes
de protozoarios ciliados ruminais de zebuinos da raca Nelore e bubalinos da raga Mediterraneo
submetidos a dieta composta de feno de capim coast-cross (65%) ¢ concentrado (20% de fuba de
milho e 15% de farelo de algoddo), e sal mineral no cocho, a vontade. A mistura constituiu-se numa
ragdo com 9,9% de proteina bruta, 88,8% de matéria seca e 2,4 Mcal/kg de energia digestivel,
dividida em duas refei¢des e oferecidas as 8 e 16 horas. Foram utilizados quatro bovinos de cada
espécie animal, providos de canulas ruminais, com peso médio de 530 kg. O delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado, com repeti¢cdo do experimento no tempo, de modo que cada
animal era testemunha de si proprio. Os zebuinos apresentaram maior concentragdo média total
(p<0,05) de protozoarios ciliados, demonstrando melhores condi¢des de adaptagdo ruminal. Ficou
caracterizado comportamento diferenciado entre os géneros de protozoarios estudados quando se
oferece duas refei¢des diarias, com intervalo de oito horas. Detectou-se que, nos géneros Entodinium,
Epidinium, Diplodinium e Isotricha, quatro a seis horas apds as refei¢cdes, as concentragdes de
ciliados entre as espécies animais ndo diferiram (p>0,05), provavelmente pelas divisdes celulares
estarem estabilizadas.

Termos para indexagdo: concentragdo, zebu, bufalo.

CILIATE PROTOZOA IN THE RUMEN OF A ZEBU FED WITH ROUGHAGE AND CONCENTRATES

ABSTRACT - Aiming to verify quantitative differences on ciliate protozoa concentrations in the
rumen of zebu cattle (Nelore) compared to water buffalo (Mediterranean), both receiving 65% of
coast-cross hay plus concentrate (ground corn - 20% and cotton seed meal - 15%), fed twice a day
(8:00 am and 4:00 pm), with a complete salt mixture ad libitum. Feed composition was: 88.8% dry
matter; 9.9% crude protein and 2.4 Mcal digestible energy/kg. Four animals, rumen cannulated
averaging 530 kg of live weight were used. A completely randomized experimental design with a
repetition on time was utilized. Zebu showed higher total concentration of ciliate protozoa (p<0.05),
with better ruminal adaptation to the diet. No differences in the concentration of the genera
Entodinium spp., Epidinium spp., Diplodinium spp. and Isotricha spp. were detected between zebu
and buffalo four to six hours after meals (p>0.05), probably due to the stabilization of the cellular
division.

Index terms: rumen ciliate protozoa, Nelore, Mediterranean buffalo.
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INTRODUCAO

Trabalhos realizados com ovinos, bovinos e bubalinos mostram existir variagdes diurnas na
concentragdo ruminal dos protozoarios ciliados (Clarke, 1965; Dehority & Mattos, 1978; Abe et al., 1981;
Kurar et al., 1988; Franzolin Neto et al., 1990). Além disso, sdo conhecidas as diferencas entre espécies
de ruminantes quanto a capacidade de aproveitamento das fragdes de fibra e proteina dos alimentos. As
alteragdes quantitativas que ocorrem nas concentragdes dos diversos géneros de protozoarios ciliados no
ramen, em fun¢do do tempo decorrido apo6s cada refeicdo, podem estar associadas ao maior ou menor
aproveitamento de determinado alimento pelas diferentes espécies.

Bovinos Nelore e bubalinos Mediterraneo s3o grupamentos genéticos que representam,
respectivamente, o maior efetivo bovino brasileiro e a espécie que, entre os grandes ruminantes, mais tem
crescido no pais nos ultimos dez anos (taxa média anual aproximada de 15%). Assim sendo, o estudo das



alteragdes quantitativas da populacdo de protozoarios no rumen dessas espécies podera trazer valiosa
contribui¢do ao entendimento dos processos de fermentacao.

Purse & Moir (1959) ao trabalharem com ovinos alimentados com uma ragdo contendo feno de alfafa,
aveia esmagada e farelo de linho registraram um distinto ciclo diurno dos ciliados, principalmente
Entodinium spp. A concentracdo de protozoarios ciliados decresceu acentuadamente na primeira hora
apos a alimentagdo, e continuou a cair até 4-6 horas ap6s o arragoamento. Oito horas apds a ingestdo de
alimentos, a concentracdo de ciliados comegou a se elevar até atingir um nivel pré-alimentagdo 16 horas
apos a oferta da ragdo. Subseqiiente estudo de Purse (1961) estabeleceu que um ciclo diurno também
existia nos Holotricha; contudo diferia do ciclo dos entodiniomorfos. Observou um pico de concentragéo
no momento do arragoamento (animais alimentados uma vez ao dia), gradualmente diminuindo até 20
horas apés a alimentagdo, ¢ entdo com rapido crescimento antes da proxima oferta de alimentos.

Warner (1962) registrou variagdes diurnas no nimero de protozodrios ciliados do rimen, em animais
alimentados uma vez ao dia, as 8 horas. A multiplica¢@o ocorreu principalmente nas oito horas anteriores
ao arragoamento. Concluiu que os ciliados possuem ritmo diario de divisdo celular correlacionado com o
tempo de alimentagdo. Em animais alimentados freqiientemente, essas divisdes ocorreriam ao acaso
durante todo o dia.

Ja Clarke (1965) estudou o ciclo diurno dos protozoarios ciliados do rimen de bovinos alimentados
com feno de trevo vermelho e a mesma forrageira na forma fresca, oferecidos uma vez ao dia, e verificou
que o comportamento dos dois tratamentos obedeceu praticamente & mesma curva, com variagdo no
numero de ciliados nos tratamentos: aumentando até duas horas apos a alimentacdo, decrescendo nas
horas subseqiientes, e com tendéncia a elevacdo 14 horas depois do arragoamento.

Dehority & Mattos (1978) observaram as variagdes diurnas na concentragdo de diferentes géneros de
protozoarios ciliados quando alimentaram uma vaca da raca Flamenga com feno de capim Rhodes uma
vez ao dia. Dos protozoarios ciliados estudados, os autores concluiram que Entodinium spp. apresentou
aumento da concentragdo duas horas apos o arragoamento; posteriormente uma queda, que ficou
estabilizada por 12 horas, com uma tendéncia a aumentar nas horas que precediam a nova alimentacao.
Por sua vez, Kurar et al. (1988) ao analisarem liquido ruminal proveniente de bufalos obtiveram
contagem de protozodrios ciliados mais baixa antes da alimentacdo e aumento até seis horas apds o
arragoamento, contrariando trabalhos conduzidos por Michalowski (1975, 1977), que observou, em todos
os grupos de protozoarios estudados em bufalos, que a mais alta concentragdo ocorreu imediatamente
antes da alimentacao, seguido de queda na densidade e nova elevacdo até a realimentagdo.

Franzolin Neto et al. (1990), trabalhando com bufalo e mestico bovino (zebu-curopeu), alimentados
duas vezes ao dia (as 8 e 17 horas) com feno de capim coast-cross (70%) e concentrado (30%), colheram
amostras de liquido ruminal de hora em hora, das 6 as 12 horas, e depois a cada trés horas, até a zero
hora, e constataram, no bubalino, que o ciclo diurno aparentemente ocorreu com a maior parte dos
protozoarios estudados, apresentando numeros elevados de ciliados antes da primeira refeicao, declinando
em seguida, com menores valores a noite. No bovino notaram ndo haver ciclo diurno aparente, embora
tenha se evidenciado ligeira queda no niimero de ciliados a partir do tempo inicial de colheita. Franzolin
Neto et al. (1991b), alimentando bubalinos duas vezes ao dia (as 9 ¢ 17 horas) com ra¢des contendo
niveis crescentes de proteina bruta na matéria seca, constataram que o nivel de proteina na ragdo pode ter
influenciado de alguma forma as concentragdes diarias dos ciliados no rimen, mostrando, no geral,
marcada variagdo diurna definida por uma curva quadratica positiva, com diminui¢ao até doze horas apos
a primeira alimentagdo, aumentando em seguida até o momento imediatamente anterior a primeira oferta
de alimentos do dia subseqiiente.

Franzolin Neto et al. (1991a) colheram amostras de liquido de rimen de bufalos canulados submetidos
a pastejo de grama batatais em trés dias consecutivos, nos horarios de 6, 12, 18 ¢ zero horas, ¢ verificaram
que as concentragdes de Entodinium spp. e de totais de ciliados alcangaram valores minimo e méaximo as
12 e zero horas, respectivamente (4,03 x 10*/mL e 7,52 x 10*/mL, em Entodinium spp., € 7,14 x 10*/mL e
11,20 x 10*/mL, no total de ciliados).

Este trabalho teve por objetivo verificar as alteracdes quantitativas e os ciclos de crescimento, num
periodo de 24 horas, da populagdo ruminal de protozoarios ciliados em zebuinos Nelore e bubalinos
Mediterraneo alimentados com feno de capim coast-cross e concentrado.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado de marco a maio de 1994 no Campus Administrativo de Pirassununga, SP, na
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo.

Foram utilizados oito bovideos machos, sendo quatro bovinos da raga Nelore e quatro bubalinos da raga
Mediterraneo, providos de canulas ruminais. Os zebuinos com peso médio de 530 kg e trés anos de idade, ¢ os
bubalinos com 520 kg e dois anos de idade no inicio do ensaio. Todos os animais eram emasculados.



Os bovideos foram alojados em baias individuais, em estdbulo experimental de alvenaria, com cochos e
bebedouros automaticos individualizados, e onde permaneceram confinados durante todo o periodo de
experimentacdo, recebendo alimento a vontade as 8 e 16 horas.

A alimentagdo oferecida aos animais era constituida de feno de capim coast-cross (Cynodon dactylon - 65%),
concentrado (20% de fuba de milho e 15% de farelo de algoddo), e sal mineral no cocho, a vontade, compondo-se em
ragdo com 9,9% de proteina bruta (P.B.), 88,8% de matéria seca (M.S.), e 2,4 Mcal/kg de energia digestivel (E.D.). O
consumo foi de 2,0% do peso vivo animal, equivalente a 10,60 kg de ragdo por dia.

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, num esquema de
parcelas subdivididas, sendo espécie (bovina e bubalina) o tratamento nas parcelas, ¢ o tempo (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22 ¢ 24 horas ap0s a primeira refeigdo), o tratamento nas subparcelas. Foram avaliadas populagdes de
sete géneros de protozoarios ciliados.

Cada periodo experimental teve duracdo de seis semanas, sendo as quatro primeiras de adaptacdo dos animais a
dieta e as instalagdes. Na quinta semana foi colhido liquido ruminal para determinag@o de protozodrios ciliados a
cada duas horas, a partir da ingestdo matinal da ragdo, durante 24 horas, para estabelecer as curvas de pico de
aparecimento dos géneros de ciliados.

Foram colhidos de 30 a 40 mL de liquido de rimen, por meio de bomba de sucgdo, que eram recebidos em um
baldo kitasato; uma aliquota de 10 mL era transferida para um tubo de ensaio com 20 mL de formaldeido a 37%
(diluido em agua destilada a 1:2); o tubo era agitado imediatamente apds a colheita, para fixagdo dos ciliados. As
amostras permaneciam em repouso por uma noite, para depois serem diluidas a 1:20 em solucdo de glicerol a 30%. O
verde brilhante foi o corante utilizado (Dehority, 1977).

As contagens diferenciais dos protozoarios ciliados basearam-se na técnica descrita por Dehority (1977), com uso
de camara de Sedgwick-Rafter e microscopio 6tico com ocular provida de reticulo, area de 0,4323 mm?, aferida por
lamina micrométrica. Foram percorridos cem campos diferentes e calculou-se o fator de corre¢do para 1,0 mL de
liquido ruminal. As operagdes foram executadas em duplicata e consideradas as médias obtidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa na concentracdo ruminal de protozodarios entre as espécies de bovideos
estudadas (p<0,05) e entre os tempos de amostragem (p<0,05), todavia, ndo houve interagdo significativa
entre espécies e tempo (p>0,05) (Figs. 1 e 2).
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FIG. 1. Concentracdo média de entodinium spp., no rimen, no periodo de 24

horas, em bubalinos (mediterrineo) e zebuinos (nelore).
(* arragoamento).

No género Diplodinium Fig. 3, foi significativa a intera¢@o entre a espécie e o tempo (p<0,05). Nos
tempos 0, 2, 4, 8, 10 ¢ 12 horas ap6s a primeira refeigdo, os btfalos apresentavam maiores concentragdes
que os Nelore; nos tempos 6, 14, 16, 18, 20, 22 ¢ 24 horas ndo houve diferenca na concentragdo dos
protozoarios entre as duas espécies.

No género Eudiplodinium (Fig. 4) ndo houve diferenca significativa entre espécies (p>0,05), mas
houve diferenca entre os tempos de amostragem (p<0,05).

No género Ostracodinium (Fig. 5) constatam-se diferengas significativas na concentragdo dos
protozoarios no ramen entre espécies animais (p<0,05) e entre tempos de amostragem (p<0,05), mas ndo
houve interacgdo entre eles (p>0,05).



3

—— Bubalino
—A— Zebuino

8

Concentragio (n°. de
protozoarios x 103/mL)
B
o

20 1

0 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 2 24
Tempo (horas decorridas)
FIG. 2. Concentracdo média de epidinium spp., norimen, no periodo de 24

horas, em bubalinos (mediterrineo) e zebuinos (nelore).
(* arracoamento).
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FIG. 3. Concentracio média de Diplodinium spp., no riimen, no periodo de 24 horas, em
bubalinos (Mediterraneo) e zebuinos (Nelore). (* arracoamento).

Quanto ao género Dasytricha (Fig. 6) houve diferencas (p< 0,05) a zero hora (14.342 + 4.252
protozoarios/mL em bufalos e 24.288 + 2.003 protozoarios/mL em Nelore), e as 8 horas, quando da oferta
da segunda refeig@o (20.124 + 3.213/mL em bufalos e 26.369 + 2.242/mL em Nelore).

No género Isotricha, a interagdo espécie x tempo foi significativa (p<0,05), apresentando seis horas
apos a primeira refeigdo, respectivamente em bubalinos e zebuinos, concentragdes de 11.681 + 2.367
protozoarios/mL ¢ 20.818 + 2.736 protozoarios/mL (Fig. 7).

Como ilustrado na Fig. 8 constataram-se, na concentracdo média total de ciliados, diferencas
significativas entre as espécies estudadas (p<0,05) e tempos de amostragem (p<0,05), mas tal
significancia ndo foi observada na interagdo entre espécies animais e tempo (p>0,05). Verificou-se que a
concentragdo média total de ciliados ndo diferiu (p>0,05) entre as espécies animais as 12 horas, isto &,
quatro horas apds o segundo arragoamento (585.775 e 729.915 + 347.453/mL, respectivamente para
bufalo e Nelore). A variabilidade das contagens entre os animais foi muito acentuada, identificada pelo
erro padrdo das médias. As curvas de concentragdo média de protozodrios ciliados no periodo de 24 horas
tiveram um comportamento praticamente idéntico entre as duas espécies, embora os zebuinos
apresentassem concentragdes numericamente superiores de protozoarios ciliados.
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FIG. 4. Concentracao média de Eudiplodinium spp., no rimen, no periodo de 24 horas,
em bubalinos (Mediterraneo) e zebuinos (Nelore). (* arracoamento).
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FIG. 5. Concentracio média de Ostracodinium spp., no rimen, no periodo de
24 horas, em bubalinos (Mediterrineo) e zebuinos (Nelore).
(* arracoamento).

Nos sete géneros de ciliados estudados observou-se, em ambas as espécies animais, aumento na
concentragdo de protozoarios imediatamente apos a alimentagdo matinal, atingindo um pico cerca de
quatro horas apos, e decrescendo nas horas subseqiientes, ¢ voltando a aumentar antes do novo
arragoamento, ¢ novamente repetindo a condi¢do anterior, ao contrario do que foi observado por
Michalowski (1977) em bufalos alimentados uma vez ao dia. Todos os entodiniomorfos decresciam apds
a refeicdo (4 a 16 horas), aumentando vagarosamente até o momento que precedia nova oferta de
alimentos; nos Holotricha foi observado o mesmo quadro, com decréscimo até 12 a 30 horas apds a
ingestdo da racdo. Franzolin Neto et al. (1988) também observaram reducgdes drasticas no ntimero de
ciliados no liquido ruminal quando substituiram duas por quatro refei¢oes diarias.

Parece que o nivel de proteina bruta na ragdo ndo favoreceu a elevacdo da densidade populacional de
ciliados em bufalos, quando alimentados duas vezes ao dia, pois Franzolin Neto et al. (1991b) detectaram
niveis mais altos de ciliados no momento do arragoamento, decrescendo até 12 horas depois, ¢
aumentando em seguida até o momento imediatamente anterior & primeira oferta da dieta. Entretanto,
Kurar et al. (1988) obtiveram contagens de ciliados mais baixas antes da alimenta¢do e aumentos até seis
horas apos arragoamento de bufalos. Bragg et al. (1986) verificaram, na alimentag¢do de novilhos, que os



protozoarios ciliados se mantiveram num nivel altissimo na freqiiéncia de oito refei¢des diarias, quando
comparados aos novilhos que recebiam duas refei¢cdes, apesar de estes também apresentarem niveis
elevados de ciliados imediatamente apds o arragoamento, como o observado neste experimento.
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FIG. 6. Concentracdo média de dasytricha spp., no rimen, no periodo de 24
horas, em bubalinos (mediterrineo) e zebuinos (nelore).
(* arragoamento).
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FIG. 7. Concentracdo média de isotricha spp., No rimen, no periodo de 24
horas, em bubalinos (mediterrineo) e zebuinos (nelore).
(* arragoamento).

A marcante variagdo diurna na concentracdo dos protozodarios ciliados do rimen encontrada neste
ensaio vem corroborar os dados apresentados por Clarke (1965). O autor encontrou valores de 2 x 10°
protozodarios totais/mL e duas horas depois o nimero detectado foi de 3 x 10°/mL, decrescendo em
seguida até 14 horas, com tendéncia de elevagdo (2,3 x 10°/mL) posteriormente, quando os bovinos eram
alimentados uma vez ao dia. Dehority & Mattos (1978) arragoando um bovino da raga Flamenga, com
volumosos, uma vez ao dia, apesar do numero baixo de ciliados, obtiveram curva de concentracdo de
protozoarios no liquido ruminal semelhante a obtida neste trabalho. Foi observado que o género
Entodinium teve um incremento na sua concentra¢do duas horas apds a alimentagdo, decrescendo a partir
das 12 horas, para em seguida aumentar novamente nas horas que antecediam a nova alimentagdo. A
variagdo diurna observada por Abe et al. (1981), com Holotricha, também concorda com os resultados
deste experimento, pois foram observados por esses autores valores de 0,8 x 10* protozoarios
ciliados/mL as 9h30; 2,6 x 10¥/mL, uma hora depois, diminuindo em seguida até a tltima observagédo
feita as 13h30, que foi de 1,3 x 10*/mL.
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FIG. 8. Concentraciao média de protozoarios ciliados, no rimen, no periodo de 24 horas,
em bubalinos (Mediterraneo) e zebuinos (Nelore). (* arracoamento).

Aparentemente, os resultados deste trabalho discordam dos observados por Purse & Moir (1959), que
detectaram niimeros decrescentes apos a alimentagdo (de 787 x 10°/mL para 364 x 10°/mL), quatro a seis
horas apos a oferta de alimentos, somente vindo a atingir valores mais elevados 16 horas depois de
oferecida a racfo (543 x 10°/mL). Warner (1962) também detectou multiplicagdo celular nas horas que
antecediam a alimentag@o as 8 horas, e ndo apds. Franzolin Neto et al. (1991b) verificaram em bufalos
valores totais de ciliados mais elevados no momento da alimentagdo (10,3 x 10*/mL), com diminui¢8o até
12 horas depois (6,4 x 10*/mL), e sofrendo novo incremento até o momento da realimentacdo (10,7 x
10*/mL). Franzolin Neto et al. (1991a) notaram em bufalos sob pastejo valores minimo ¢ maximo de
Entodinium de 4,03 x 10*/mL e 7,52 x 10*/mL, ¢ totais de ciliados de 7,14 x 10*/mL ¢ 11,20 x 10%/mL,
respectivamente, as 12 e zero horas. Com bufalo e bovino mestico, Franzolin Neto et al. (1990)
observaram numeros elevados de ciliados antes da primeira refeicdo (22,1 x 10*mL e 24,7 x 10¥/mL,
respectivamente), com declinio em seguida, atingindo menores valores a noite (6,13 x 10%/mL e 11,8 x
10*/mL, respectivamente).

CONCLUSOES

1. Os zebuinos apresentam no rimen maior concentragdo média total de protozoarios ciliados do que
os bubalinos, demonstrando melhores condig¢des de adaptacdo ruminal a esses unicelulares.

2. Existe um comportamento diferenciado entre os géneros de protozoarios ciliados estudados, quando
se oferece duas refei¢cdes didrias a intervalos de oito horas.
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