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RESUMO

Objetivando-se realizar levantamento e quantificacdo de
cillados do ramen de bovinos, foram utilizadas trés vacas mesticas
holando-zebu (Gir), em lactacao, fistuladas, mantidas no Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Leite (CNPGL/EMBRAPA), situado no
municipio de Coronel Pacheco, MG.

Os bovinos foram mantidos com dieta a base de silagem de
milho associada a uma racdo constituida por 57% de fuba de milho,
40% de farelo de soja, 2% de calcareo e 1% de sais minerais.

Verificou-se que os ciliados do ramen foram quantitativa-
mente influenciados pela alteragdo nas propor¢gdes dos constituintes da

dieta (D1 = 20%, D2 = 30% e D3 = 40% de proteina), por fatores
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inerentes aos animais hospedeiros (A1 e A3 = 3/4 HPB - 1/4 Z; A2 =
11/16 HPB - 5/16 Z) e pela fase do experimento em que as amostras
foram obtidas (F1, F2 e F3). A ocorréncia dos géneros dos ciliados foi
relacionada ao hospedeiro.

Foram observados ciliados das familias Blepharocorythidae
(Charonina Strand, 1928), Isotrichidae (Isotricha Stein, 1859 e
Dasytricha  Schuberg, 1888) e Ophryoscolecidae (Entodiinae:
Entodinium Stein, 1859; Diplodiinae: Diplodinium Schuberg, 1888,
Eodinium Kofoid & MacLennan, 1932, Eremoplastron Kofoid &
MacLennan, 1932, Polyplastron Dogiel, 1927, Diploplastron Kofoid &
MacLennan, 1932 e Ostracodinium Dogiel, 1927).

Ciliados dos géneros citados foram observados nos trés
bovinos examinados, em todas as dietas e fases do experimento a
excecdo de Dasytricha s6 registrados em Al, e de Eremoplastron,
presentes em Al e A2.

Os valores totais dos ciliados e respectivos percentuais, de
acordo com as familias registradas foram o0s sesuintes:
Blepharocorythidae 23.520,00 (2,78%), Isotrichidae 14.235,56 (1,68%)

e Ophryoscolecidae 808.368,88 (95,54%). O género predominante foi
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Entodinium, correspondendo a 87,42% do total de Ophryoscolecidae
ou a 83,52% do total de ciliados.

Os valores médios dos ciliados em cada dieta e respectivos
percentuais foram 252.666,67 (29,86%) em D1, 316.266,66 (37,38%)
em D2 e 277.191,12 (32,76%) em D3.

Os valores médios dos ciliados em cada hospedeiro e
respectivos percentuais foram 256.275,56 (30,29%) em A1, 390.115,56
(46,11%) em A2 e 199.733,33 (23,61%) em A3.

Os valores médios dos ciliados e respectivos percentuais em
cada fase do experimento foram 225.595,56 (26,66%) em F1,
279.937,77 (33,09%) em F2 e 340.591,11 (40,25%) em F3.

A andlise de variancia seguida do teste de Tukey a 5%
demonstrou diferenca significativa dos totais de ciliados entre as dietas
testadas, entre o0s hospedeiros e entre as fases do experimento,
indicando que todos estes fatores exerceram influéncia nas populacdes

de ciliados do rumen.



SUMMARY

With the aim of carrying out the survey and quantification of
rumen ciliate in cattle, three suckling crossbred friesian-zebu (Gir)
cows, with fistulas, were wused. They were kept at the National
Research Centre of Cattle Kept for Milk (CNPGL/EMBRAPA), situated in
the town Coronel Pacheco in the state of Minas Gerais.

The cattle were kept under a diet based on silage corn
associated with a ration composed of 57% of corn flour, 40% of soy
bran, 2% of limestone and 1% of mineral salt.

It was verified that the rumen ciliate were quantitatively
influenced by the alteration to the proportions of the constituents of

the diet (% protein: D1 = 20; D2 = 30; D3 = 40) due to factors
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inherent in the host animals (A1l and A3 = % HPB - 1/4 Z; A2 = 11/16
HPB - 5/16 Z) and to the stage of the experiment at which the samples
were obtained (F1, F2 and F3). The occurrence of the genera of ciliate
was related to the host.

Ciliate of the following families were observed:
Blepharocorythidae (Charonina  Strand, 1928), Isotrichidae (Isotricha
Stein, 1859 and Dasytricha Schuberg, Stein, 1888) and Ophryoscolecidae
(Entodiinae:  Entodinium  Stein, 1859; Diplodiinae: Diplodinium
Schuberg, 1888, Eodinium Kofoid & MacLennan, 1932, Eremoplastron
Kofoid & MacLennan, 1932, Polyplastron Dogiel, 1927, Diploplastron
Kofoid & MacLennan, 1932 and Ostracodinium Dogiel, 1927).

Ciliate of the genera mentioned above were observed in the
three animals examined, in all the diets and stages of the experiment;
except for Dasytricha, which was only recorded in Al and for
Eremoplastron, which was present in A1 and A2.

The total values of ciliate and their respective percentage
according to the families recorded were as follows: Blepharocorythidae
23.520,00 (2.78%), Isotrichidae 14.235,56 (1.68%) and
Ophryoscolecidae 808.368,88 (95.54%). The predominant genus was

Entodinium, which corresponded to 87.42% of the total of
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Ophryoscolecidae or to 83.52% of the total of ciliate.

The average values of ciliate in each diet and their respective
percentage were 252.666,67 (29.86%) in D1, 316.266,66 (37.38%) in
D2 and 277.191,12 (32.76%) in D3.

The average values of ciliate in each host and their respective
percentage in each stage of the experiment were 225.595 56 (26.66%)
in F1, 279.937,77 (33.09%) in F2 and 340.591,11 (40.25%) in F3.

The analysis of variation followed by Tukey's test at 5%
showed a significant difference in the total of ciliate among the diets
tested, the hosts and the stages of the experiment, indicating that all

these factors had influence on the rumen ciliate populations.



1. INTRODUCAO

Registra-se como a primeira citacdo de ciliados de rumen as
observacbes relatadas por GRUBY & DELAFOND em 1843, quando
descreveram quatro tipos de organismos. Desde entdo, acumulou-se
extensa  Dbibliografia  sobre esses ciliados abordando aspectos
morfolégicos, taxionbmicos, filogenéticos, bioquimicos ou versando
sobre ecologia ruminal, especificidade aos hospedeiros, papel dos
ciliados no rumen e suas inter-relagbes com os hospedeiros e outros
organismos que constituem a microbiota ruminal, especialmente com as
bactérias. Além dos ciliados e das bactérias, s&o elementos da

microbiota ruminal os flagelados e os fungos.

Destaca-se a posicdo controvertida dos ciliados do rumen,

cujo nicho ecolégico oscila entre o comensalismo, o mutuatismo e o
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parasitismo. Na verdade, a expressdo generalizada ciliados do rumen,
engloba organismos de diversos géneros e espécies que constituem
diferentes populagcdbes da comunidade ruminal. Tais populacdes
exercem papeéis distintos aos quais sua importancia se relaciona.

Diversos sdo os fatores que influem na ocorréncia e na
concentracdo dos ciliados do rumen. Dentre estes fatores destacam-se
o tipo e a constituicdo da dieta, nivel de alimentacdo, caracteristicas
da racdo, pH do rumen, quantidade de A&gua ingerida, frequéncia e
restricio de alimento, intervalo de tempo apdés a alimentacdo, fator
geogréafico, migracdo e escape do rumen, lise no ramen, presenca de
outros microorganismos, antagonismo entre os ciliados e o tipo de
hospedeiro (WARNER, 1962; CHRISTIANSEN et al.,, 1964; HUNGATE,
1966; PURSER & MOIR, 1966; NAKAMURA & KANEGASAKI, 1969;
DEHORITY & PURSER, 1970; LATTEUR & SULTEN, 1972; POTTER &
DEHORITY, 1973; DEHORITY & MATTOS, 1978; COLEMAN, 1980;
FONTY et al, 1983; WILLIAMS, 1986; LENG et al, 1986; USHIDA et
al., 1986; RYLE & ORSKOV, 1987; IMAI, 1988; ANKRAH et al., 1990).

Este trabalho, além de objetivar (1) conhecer os ciliados do
ramen de bovinos mantidos com dieta a base de silagem de milho
associada a proporcdes variadas de racdo, procurou abordar as

seguintes questdes: se o0s ciliados do rumen foram qualitativa e
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quantitativamente influenciados, (2) por alteracdo das proporcdes dos
constituintes da dieta; (3) por fatores inerentes aos animais
hospedeiros; (4) pelo momento em que as amostras foram obtidas ao

longo do experimento.



2. CONSIDERACOES GERAIS

Os protistas ciliados sdo elementos importantes da microbiota
ruminal que comporta ainda bactérias, fungos e flagelados. Apesar do
niamero de ciliados ser consideravelmente menor que o de bactérias,
aqueles sao muito maiores, o que torna semelhante o volume e o
espaco liquido ocupado por esses grupos de organismos no rdamen
(HUNGATE et al., 1971).

Considerando que os ciliados do ramen ndo formam cistos ou
outras formas de resisténcia, a transmissdo se da por contaminacdo dos
alimentos ou por contato entre os ruminantes, ja que grande numero
de ciliados séo regurgitados durante a ruminacdo (DEHORITY, 1986).

Os jovens se infectam, sobretudo, por contato parental, pelo habitos
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de lamberem a cria, quando esta pode ingerir saliva e digesta
(HUNGATE, 1966).

Os hospedeiros mamiferos que abrigam ciliados em
compartimentos de fermentacdo do estdmago, pertencem a ordem
Artiodactyla e as subordens Ruminantia (Tragulidae, Cervidae,
Giraffidae, Antilocapridae, Bovidae), Tylopoda (Camelidae) e Suiformes
(Hippopotamidae). As familias dos ciliados que ocorrem em Ruminantia
e Tylopoda sdo semelhantes, diferindo das registradas em Suiformes.

Em outros mamiferos que apresentam estbmagos
compartimentado e fermentacdo pré-gastrica, como 0s macacos-langur
(Colobinae), nao foram assinalados ciliados. Ja nos hipop6tamos
(Hippopotamidae), apesar da presenca de espécies proprias a estes
hospedeiras, os ciliados observados pertencem as mesmas familias dos
gue ocorrem no ceco-colon (fermentacdo pos-gastrica) dos equinos
(DEHORITY, 1987).

O estbmago dos ruminantes contém quatro compartimentos,
ramen, reticulo, omaso e abomaso, ocorrendo intensa fermentacao
microbiana, com a presenca de ciliados, no ramen-reticulo. Pertencem
a subordem Ruminantia os representantes das familias Tragulidae
("chevrotain"), Cervidae (veados), Giraffidae (girafas e ocapis),

Antilocapridae ("pronghorn”) e Bovidae (bovinos, ovinos, caprinos,



bubalinos, bisdes, antilopes, antilocapras, bois-almiscarados)
(DEHORITY, 1986).

Camelos, lhamas, alpacas, vicunhas e guanacos sado pseudo-
ruminantes da familia Camelidae. Estes, apesar de regurgitarem e
mastigarem o alimento ingerido, distinguem-se dos verdadeiros
ruminantes por apresentarem o estdmago com trés compartimentos,
ramen, reticulo e omaso, tendo este Udltimo a funcdo quimica
(DEHORITY, 1987). O rumen dos camelideos abriga grandes
populacdes de ciliados semelhantes as observadas nos ruminantes.

As analises de varios parametros ruminais em hospedeiros
faunados, defaunados ou sem ciliados indicam que este ambiente pode
ser alterado pela presenca dos ciliados, por influirem no metabolismo
ruminal e por sua acdo predatéria, associada a reducdo de densidade
bacteriana (EADIE, 1967), registrando-se nos hospedeiros defaunados
aumento acentuado do numero de bactérias. De acordo com WILLIAMS
& COLEMAN (1991), estas alteragcbes repercutem sobre o0s seguintes
aspectos, com consequéncias benéficas ou prejudiciais para o
hospedeiro: volume do rdmen e tempo de retencdo da digesta,
concentracdo e proporcdo de acidos graxos volateis, taxa de outros

metabdlitos acidos e de amodnia, pH ruminal, namero e tipo de

bactérias presentes.



BONHOMME-FLORENTIN  (1975) ressaltou o papel da
atividade metabdlica dos microorganismos, destacando que a presenca
dos ciliados no ruamen acelera a taxa de crescimento do hospedeiro,
aumenta a digestibilidade dos alimentos e a retencdo de azoto e
modifica a taxa de fermentacdo aumentando a producdo de 4&cidos
graxos volateis e de amoniaco. Além disso, 0s protistas convertem
proteinas vegetais e bacterianas em proteina com maior digestibilidade
e valor nutritivo.

A importancia desses ciliados e o papel que desempenham na
fisiologia dos ruminantes ja foi tema de diversos outros estudos.
Existem controvérsias quanto a influéncia positiva ou negativa da
presenca desses protistas no desenvolvimento dos seus hospedeiros.
Apesar de todos os trabalhos ja realizados com este grupo, é dificil
assinalar um papel definitivo para os ciliados do ramen (CZERKAWSKI,
1986). Entretanto, ha concordancia entre os diversos autores quanto a
um aspecto do nicho ecolégico ocupado por estes organismos: 0S
ciliados n&o sdo essenciais ao crescimento e desenvolvimento de seus
hospedeiros. WILLIAMS & COLEMAN (1991) apresentaram uma reviséo
sobre o efeito da presenca ou auséncia de ciliados no metabolismo
ruminal, reunindo observacdes de 73 publicacbes. A presenca dos

ciliados de acordo com a maioria dos autores, estd associada ao



aumento dos processos de digestdo da matéria organica, fibras,
celulose, hemicelulose, amido, degradacdo da proteina, atividades
proteolificas e metanogénese. Quanto as atividades proteoliticas,
namero expressivo de autores ndo constatou alteracdo significativa com
a presenca ou nao dos ciliados. Entretanto, nos animais defaunados,
praticamente todos o0s autores que estudaram este aspecto,
constataram o0 aumento da taxa de passagem do nitrogénio ao duodeno
e a maior eficiéncia da sintese protéica microbiana.

A eliminacdo dos ciliados suprime a principal fonte de
retencdo de nitrogénio microbiano no rdmen, melhora a eficiéncia da
sintese microbiana e aumenta o fluxo de proteina de origem microbiana
para o duodeno (JOUANY, 1990; WILLIAMS et al., 1993).

Quanto ao efeito sobre os hospedeiros e na produtividade dos
ruminantes, na auséncia dos ciliados, dos 34 autores que investigaram
este assunto, a maioria constatou maior susceptibilidade a toxidez por
cobre e a acidose por éacido latico. Por outro lado, ainda nos
hospedeiros defaunados, apesar de varios autores constatarem o
decréscimo de peso, ou efeito ndo significativo, a maioria assinalou
maior ganho de peso e maior eficiéncia de conversdo de alimento bem
como melhor performance no crescimento de |4, sO assinalada nesta

situagcdo (WILLIAMS & COLEMAN, 1991).



A auséncia dos ciliados tem efeito no aumento da producédo
de nitrogénio bacteriano, inibicAdo da metanogénese, estimulo a
producdo de propionato, reducdo da digestdo ruminal de fibras,
inibicdo da degradacdo ruminal de proteina, aumento na degradacao
ruminal de amido, aumento no volume do conteudo ruminal, alteracdes
no fluxo de saida de particulas e/ou liquidos ruminais e provavel
aumento nas populagbes fungicas no rumen (JOUANY et al.,, 1988).

Segundo BIRD & LENG 1978) o teor de proteina da dieta
também influencia a importancia dos ciliados no crescimento e
performance do hospedeiro e que sua presenca teria efeito negativo no
caso de dietas com baixo teor protéico. Ja em dietas ricas em graos, 0s
ciliados desempenhariam um papel benéfico no ecossistema ruminal
NAGARAJA et al., 1992). De acordo com USHIDA & JOUANY (1986)
in WILLIAMS & COLEMAN (1991), os protistas ndo sao importantes
para a degradacdo de proteinas soluveis, mas tornam-se
progressivamente mais importantes quanto mais insollveis tornam-se as
proteinas.

A relacdo predador-presa € a interacdo mais evidente entre os
ciliados e bactérias do rumen (WILLIAMS et al., 1993). Diversos sdo o0s
fatores que influem na intensidade desta relacdo, tais como: espécies

envolvidas, quantidade e caracteristicas fisicas das bactérias
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disponiveis, estado nutricional dos ciliados e condigcbes do ambiente
ruminal.

A competicBdo € um outro aspecto das relagcbes entre o0s
constituintes da microbiota ruminal. Dentre véarios fatores,
CZERKAWSKI (1986) destacou a competicdo pelo nitrogénio que é
exercida entre ciliados e bactérias que digerem amido e celulose; ha
ainda competicdo entre espécies de ciliados que é registrada como
antagonismo e resulta na eliminacdo de uma populagcdo por outra.

Estudos sobre competicdo e antagonismo entre ciliados do
ramen realizados por CADIE (1962a, 1962b) demonstraram que
Polyplastron  multivesiculatum (Dogiel & Fedorowa, 1925),
Eudiplodinium maggii (Fiorentini, 1889) e Epidinium spp., nao
estabelecem populacbes mistas. Com base nestas observacbes foram
propostas as designa¢cdes populacdo do tipo A, com P.
multivesiculatum dentre outros ciliados, tais como Diploplastron affine
(Dogiel & Fedorowa, 1925), e populacdo do tipo B, na qual E. maggii e
Epidinium spp., juntos ou isolados, sdo os grandes entodiniomorfos
predominantes.

Dentre os ciliados ja assinalados no rumen encontram-se
espécies das familias Buetschliidae, Isotrichidae, Blepharocorythidae,

Ophryoscolecidae e Cycloposthiidae, sendo mais expressivos, por sua
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ocorréncia e representacdo numeérica, os das familias Isotrichidae
e Ophryoscolecidae, comumente designados holotriquios e
entodiniomorfos, respectivamente. Estas designacdes sdo resquicios das
antigas propostas sistematicas (Cheissin & Potjansky, 1963; Raabe,
1964; Honigberg et al., 1964; Jankowski, 1973 in CORLISS, 1979).
Como holotriquios séo referidos, principalmente, os isotriquideos dos
géneros Isotricha Stein, 1859 e Dasytricha Schuberg, 1885, apesar
desta generalizacdo poder englobar ainda, os géneros das familias
Buetschliidae e Blepharocorythidae.

Os isotriquideos tém habilidade de absorver e utilizar
carbohidratos sollveis, que sdo rapidamente absorvidos e armazenados
sob a forma de grdos de amido e serdo utilizados nos periodos de baixa
concentracdo de aclUcar no rumen (GUTIERREZ, 1955). Estes ciliados
também sdo capazes de utilizar amido (SENAUD et al., 1980,
GROLIERE et al.,, 1980), sendo mais abundantes no rumen de animais
mantidos com forragens suculentas contendo carbohidratos sollveis,
mas também estabelecem grandes populacbes quando os hospedeiros
sao alimentados com racgao rica em grédos. Segundo ABE et al. (1973) os
isotriquideos parecem ser menos influenciados pelo tipo de dieta do
hospedeiro que os entodiniomorfos. Ja foi observada a ingestdo de

bactérias por Dasytricha e Isotricha, com a formacdo de vacuolos
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alimenticios (GUTIERREZ & HUNGATE, 1957 in HUNGATE, 1978).
Quando presentes em altas populacdes, esses organismos constituem
expressiva parcela da biomassa ruminal, devido as suas grandes
dimensdes e a sua retencdo seletiva no rimen que compensaria a baixa
taxa de crescimento populacional. A biomassa destes ciliados pode
representar mais da metade do total da biomassa microbiana
(WARNER, 1962). Apesar disso, € pequena a contribuicdo dos
isotriquideos na sintese total de proteina microbiana no rumen,
estimada em apenas 9% da sintese atribuida aos microorganismos
(LENG et al., 1981, 1986).

ABE et al. (1981) relataram indicios do comportamento de
escape dos isotriquideos ciliados a parede do reticulo e sua migracao
ao rumen ap6s o hospedeiro se alimentar. O potencial efeito
prejudicial ao hospedeiro relacionado a elevada biomassa desses
ciliados e sua retencdo no rumen-reticulo, pode resultar da competicao
por substrato e por ingestdo e digestdo de bactérias, ocasionando
decréscimo da biomassa bacteriana e dos fluxos de proteina e de
energia que saem do rumen (LENG et al.,, 1981).

A subfamilia Ophryoscolecidae € constituida por grande
namero de organismos que sdo mais heterogéneos que o0s isotriquideos.

Suas espécies ndo apresentam equivalentes de vida livre na natureza e



13
0S géneros observados no rumen sado restritos a este ambiente, com
excecao de Entodinium Stein, 1859, assinalado no intestino de
lemingue (KOPPERI, 1935 in HUNGATE, 1978), de cobaias (CUNHA,
1914) e de capivaras (DEHORITY, 1987).

Os entodiniomorfos s&o geralmente tidos como digestores,
principalmente de amido e celulose, mas apresentam respostas
diferentes aos tipos de alimento de acordo com cada grupo de ciliados
(HUNGATE, 1966). As bactérias sdo provavelmente o principal
alimento nitrogenado ingerido pelos ciliados do rumen. Estes aspectos
da fisiologia de Entodinium foram estudados in vitro por BONHOMME-
FLORENTIN (1974) que concluiu, quanto ao metabolismo do
nitrogénio, que eles utilizam preferencialmente proteinas (caseina,
proteina dos plantas e das bactérias) mais peptideos e aminoéacidos, e
gue morrem por inanicdo em culturas com antibiotico pelo
desaparecimento dos bactérias. Com relacdo ao metabolismo do
carbohidrato constatou que o amido é fonte essencial de carbohidrato
para Entodinium e que estes quebram e ingerem celulose, com
atividade celulolitica independente da ingestdo de bactérias. Este
estudo destacou que estes organismos sdo dependentes de bactérias,

exercem alta atividade proteolitica, além de serem amiloliticos e

celuloliticos.
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Por outro lado, o0s grandes entodiniomorfos ingerem
expressiva quantidade de matéria vegetal porém sua capacidade, ou
ndo, de digerir a celulose é critica para a elucidacdo de seu papel em
relacdo ao hospedeiro (HUNGATE, 1978). Com relacdo ao
comportamento alimentar destes entodiniomorfos, SENAUD et al.
(1986) confirmaram o engolfamento e a degradacédo de fibras vegetais
por P. multivesiculatum o que difere do modo de digestdo exercido por
Epidinium Crawley, 1923, cujo processo se inicia antes da particula
vegetal ser ingerida pelo ciliado. Durante todo o processo nao
registraram a participacdo de bactérias na degradacdo do material
ingerido, descartando uma possivel simbiose entre estes organismos.

Os menores entodiniomorfos ingerem ativamente bactérias e
apresentam pequena taxa de passagem ao duodeno em relacdo a sua
elevada concentragdo no fluido ruminal (HOBSON & WALLACE, 1982),
gue pode atingir percentuais de até 88% do total de ciliados
(D'AGOSTO et al., 1990). Esta caracteristica pode reduzir os nutrientes
disponiveis ao hospedeiro, especialmente em dietas com baixo teor
protéico, e contradiz um dos principais papéis positivos atribuidos aos
protozoarios que € a utilizacdo da proteina dos ciliados pelo
hospedeiro (HUNGATE, 1978). Esta baixa taxa de passagem foi

confirmada por ANKRAH et al. (1990) quando registraram que 50% da
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reducdo da concentragcdo dos entodiniomorfos no rdmen apos a
alimentacdo do hospedeiro é devido a lise que sofrem no proprio
ramen, sem passagem para o duodeno, tendo como consequéncia

elevada perda de energia e de proteina pelo hospedeiro.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Posicdo sistematica e caracterizacdo dos ciliados ruminais

A classificacdo dos ciliados de ramen apresentada a seguir
baseou-se, dos taxa Phylum a Familia, na sistematica segundo
PUYTORAC et al. (1987). Para a Familia Ophryoscolecidae, seguiu-se
LUBINSKY (1957c), com as subfamilias Entodiinae, Diplodiinae e
Ophryoscolecinae. Os géneros faram relacionados segundo KOFOID &
MacLENNAN (1930, 1932, 1933) e OGIMOTO & IMAI (1981) e
descricdes posteriores de IMAI & OGIMOTO (1983), IMAI (1984),

DEHORITY (1986) e ORPIN & MATIHESEN (1986).



Phylum Ciliophora Doflein, 1901
Subphylum Prostomata Schewiakoff, 1896
Classe Prostomatea Schewiakoff, 1896
Subclasse Archistomatia Puytorac et al., 1974
Ordem Archistomatida Puytorac et al., 1974
Familia Buetschlidae Poche, 1913
Género Buetschlia Schuberg, 1888
Género Blopharoconus Gassovsky, 1919
Género Blepharoprosthiurn Bundle, 1895
Género Polymorphella Corliss, 1960
Género Parabundleia Imai & Ogimoto, 1983
Classe Vestibuliferea Puytorac et al., 1974
Ordem Trichostomatida Butschli, 1889
Subordem Trichostomatina Butschli, 1889
Familia Isotrichidae Butschli, 1889
Género Isotricha Stein, 1859
Género Dasytricha Schuberg, 1888
Género Oligoisotricha Imai, 1981
Género Microcetus Orpin & Mathiesen, 1986

(incertae sedis)
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Subordem Blepharocorythina Wolska, 1971
familia Blepharocorythidae Hsiung, 1929
Género Charonina Strande, 1928
Ordem Entodiniomorphida Reichenow in Doflein & Reichenow,
1929
Familia Cycloposthiidae Poche, 1913
Género Parentodinium Thurston & Noirot-Thimothée, 1973
Familia Ophryoscolecidae Stein, 1859
Subfamilia Entodiinae Lubinsky, 1957
Género Entodinium Stein, 1859
Género Campylodinium jankowski, 1975
Subfamilia Diplodiinae Lubisnky, 1957
Género Diplodinium Schuberg, 1888
Género Eodinium Kofoid & MacLennan, 1932
Género Eremoplastron Kofoid & MacLennan, 1932
Género Eudiplodinium Dogiel, 1927
Género Diploplastron Kofoid & MacLennan, 1932
Género Polyplastron Dogiel, 1927
Género Ostracodinium Dogiel, 1927
Género Elytroplastron Kofoid & MacLennan, 1932

Género Metadinium Awerinzew & Mutafowa, 1914
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Género Enoploplastron Kofoid & MacLennan, 1932
Subfamilia Ophryoscolecinae Lubisnky, 1957
Género Ophryoscolex Stein, 1859
Género Epidinium Crawley, 1923
Género Epiplastron Kofoid & MacLennan, 1933
Género Opisthotrichum Buisson, 1923

Género Caloscolex Dogiel, 1926

Estes taxa caracterizam-se como se segue, com adaptacoes,
segundo CORLISS (1994) para Phylum, PUYTORAC et al. (1987) de
Subphylum a Familias, LUBINSKY (1957c) para as subfamilias de
Ophryoscolecidae e para o0s géneros segundo KOFOID & MacLENNAN
(1930, 1932, 1933), OGIMOTO & IMAI (1981), IMAI & OGIMOTO

(1983), IMAI (1984) e DEHORITY (1987).

Phylum Ciliophora: geralmente com numerosas cinécias (Unicas ou aos
pares), com fissdo homotetogénica percinecial (fissdo binéaria
transversal na qual é mantida a polaridade dos progénies e cujo plano
de fissdo corta as cinécias somaticas), e distinta infraciliatura; muitos
com ciliatura oral complexa; alvéolos corticais caracteristicos de

muitos grupos; cristas mitocondriais tubulares, as vezes curvas; em
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espécies anaerObicas as mitocondrias podem ter sido perdidas ou
substituidas por hidrogenossomas; aparelho nuclear heterocariotico,
tipicamente com um ou mais micronucleos diploides e um ou mais
macronucleo polipléide; fendbmeno sexual da conjugacdo; nutricdo
heterotréfica, mas algumas espécies tém protistas algais como
endosimbiontes.  Amplamente  distribuidos, formas frequentemente
conspicuas, a maioria de vida livre em habitats aquaticos e terrestres,
também com espécies simbidticas associadas a grande variedade de

organismos hospedeiros.

Subphylum Prostomata: area citostomal, fundamentalmente polar
no momento de sua formacao, tornando-se apical ou subapical,
superficial ou invaginado ao fundo de um vestibulo. Infraciliatura
pericitostomal, pouco distinta da infraciliatura somatica, a qual
estreita-se no momento da morfogénese, diferenciando-se a partir das
porcbes anteriores de todas ou de parte das cinécias somaticas
(= Kinetofragminophora). O aparelho citofaringeal muitas vezes é bem
desenvolvido, com microtdbulos pés-ciliais e nemadesmos. Estomato-
génese telocinecial (a formacdo da nova ciliatura oral se da a partir dos
cinetossomas das extremidades das cinécias somaticas ou de campos

de origem somatica). Caminhos evolutivos numerosos e variados tanto
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no plano das estruturas (corticais e nucleares) quanto no de sua

biologia e ecologia.

Classe Prostomatea: éarea citostomal apical ou subapical, superficial.

Subclasse  Archistomatia: infraciliatura  pericitostomal sem outra
diferenciacdo além de um alinhamento mais fechado dos cinetossomas

isolados, providos de cilios mais longos.

Ordem Archistomatida: com as caracteristicas da Subclasse.

Familia Buetschliidae: providos de um vacuolo de concregcdo. Duas
espécies sao uniformemente ciliadas e as outras com trés, duas ou uma
(Buetschlia) coroa ciliada. Todos comensais do tubo digestivo de

cavalos, antas, hipopétamos, etc.

Género Buetschila: corpo oval com duas zonas ciliares, anterior e
posterior. Uma coroa ciliada anterior. Macronucleo eliptico; um
vacuolo contrétil na regido posterior e vacuolo de concrecdo na regido

anterior. Comprimento: 30-35 pm; largua: 20-30 pm (Figura 1A).
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Género Blepharoconus: organismos ovais com citostoma pequeno,
citofaringe com bastbes; cilios recobrem um terco da regido anterior;
com cilios caudais; macronucleo oval, com trés vacuolos pulsateis;
comuns no colon de cavalos; ja assinalados no rumen de bovinos.

Comprimento: 30-63 um; largura: 21-60 um (Figura 1B).

Género Blepharoprosthium: organismos piriformes, com a metade
anterior  retratil, ciliada; possuem cilios cudais; macronucleo
reniforme. Comuns no ceco e coélon de cavalos; ja assinalados no
ramen de bovinos. Comprimento: 54-80 um; largura: 34-52 pm (Figura

1C).

Género Polymorphella: corpo ovéide com o terco anterior afilado.
Ciliatura presente em duas zonas ciliares: a maior na area do
afilamento anterior e a menor formando tufo de poucos cilios proximo
ao citoprocto, na extremidade posterior do corpo. Macronucleo sub-
esférico central; microndcleo sub-esférico junto a margem do
macronucleo; um vacuolo contratil posterior e um vacuolo de

concrecdo posterior ao afilamento. Comprimento: 33,6 pm largura:

21,7 pm (Figura 1D).
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Género Parabundleia: corpo ovoéide com trés zonas ciliares, duas
anteriores, ao redor do citostoma e proxima ao vacuolo de concrecdo,
e uma posterior, ao lado do citoprocto. Macronucleo eliptico, central;
micronucleo esférico junto a margem anterior do macronudcleo; um
vacuolo contratil posterior e um vacuolo de concrecdo anterior.

Comprimento: 42,5 um; largura: 30,5 um (Figura 1E).

Classe Vestibuliferea: citostoma ao fundo de uma depresséo
(vestibulo), coberto nas extremidades anteriores por cinécias somaticas
meridionais que ndo sofrem outra reorganizacdo que um alinhamento
mais estreito de cinetossomas ou a unido de segmentos de cinécias
suplementares. A infraciliatura somatica é dividida por toda a célula ou
€ limitada a bandas ou a feixes. A abertura vestibular muitas vezes
subapical, as vezes deslocada ao polo posterior. Formas livres
dulciaquicolas, marinhas ou edéaficas. Comensais de equinodermos e de

herbivoros.

Ordem Trichostomatida: ciliatura somatica uniforme. Livres ou

comensais.
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Familia Isotrichidae: abertura vestibular subterminal. Parede do
vestibulo sempre com uma parte ndo ciliada, estreita (Isotricha ou

destacada (Dasytricha).

Género lIsotricha: cilios cobrindo o corpo em cinécias longitudinais,
paralelas ao eixo do corpo. Duas espécies, |. prostoma Stein, 1858,
com a abertura do vestibulo localizada na extremidade posterior do
corpo. Comprimento: 105-207 pm largura: 73-128 pm (Figura 1F'). I.
intestinalis Stein, 1858, cujo vestibulo abre-se na regido mediana.

Comprimento: 135-200 pm; largura: 108-155 um (Figura 1F").

Género Dasytricha: cilios cobrindo o corpo em cinécias obliqguas ao
eixo do corpo. Abertura do vestibulo, localizada na extremidade
posterior do corpo. D. ruminantium Schuberg, 1888. Comprimento:

60-100 pm; largura 38-53 pm (Figura 1G).

Género Oligoisotricha: ciliatura somatica ausente na extremidade
posterior do corpo. O. bubali (Dogiel, 1928). Comprimento: 16-22 um;

largura 13-20 pm (Figura 1H).
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Género Microcetus: corpo ovoide alongado, achatado bilateralmente.
Cavidade oral apical. Ciliatura somatica esparsa recobrindo 90% da
superficie, ausente préximo ao citoprocto; citoprocto geralmente
subterminal na superficie ventral. Com duas hastes citofaringeanas,
dorsal e ventral. Macronucleo geralmente central; vacuolo contratil
posterior. M. lappus Orpin & Mathiesen, 1986. Comprimento: 23,6

pm; largura 12,7 pm (Figura 1l).

Subordem Blepharocorythina: ciliatura somatica reduzida a duas
bandas n&o funcionando como sincilia. Vestibulo aberto anteriormente,
do lado ventral esquerdo. Todos endocomensais do tubo digestivo

de mamiferos herbivoros, sobretudo de equideos.

Familla Blepharocorythidae: corpo ovoide a elipsoidal, achatado,
vestibulo ciliado nas partes dorsal e lateral direita, sustentato por duas

fibras transversas semi-circulares bem desenvolvidas.

Género Charonina: ciliatura somatica reduzida. Zonas ciliares
presentes apenas nhas regides anterior e posterior do corpo.
Vestibulo distinto e longo. C. ventriculi (Jameson, 1925).

Comprimento: 28-46 upm; largura 9-15 pm (Figura 1J).
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Ordem Entodiniomorphida: ciliatura somética reduzida a bandas ou a
tufos de cilios, sincilia, limitada a regido anterior. Cavidade vestibular
continua com a regido ciliada anterior, com a mesma estrutura desta e
funciona também como sincilia. A ciliatura oral € composta geralmente
de uma parte pré-vestibular e de uma parte vestibular, continuas ou
ndo. Um tabique fibroso separa o citoplasma em periplasma contendo
as organelas e ndcleos e em centroplasma, espécie de trato digestivo
do citostoma ao citoprocto e que compreende o esdfago, um saco
digestivo e um diverticulo fetal. Estomatogénese apocinecial (com
aparicdo subita dos cinetossomas orais, sem associagdo com as cinécias
sométicas ou com a ciliatura oral parental). Todos em camaras de

fermentacdo de mamiferos herbivoros.

Familia Cycloposthiidae: ciliatura em zona adoral retratil; tufos
sinciliares em é&reas dorsal e caudal em numero variavel (0-4) e nao
retrateis; um a muito vacuolos pulsateis; placas esqueléticas em
algumas espécie; em cavalos, zebras, rinocerontes, tapires e as vezes
em elefantes, capivaras e hipop6étamos, jA tendo sido assinalado no

rimen de bovinos.
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Género Parentodinium: organismos ovais, com cone anterior retratil
ciiado medindo de 10 a 20 um; ciliatura somatica ausente; vacuolo
pulsatii na regido posterior. Comprimento: 26-97 um; largura: 13-50

um (Figura 1L).

Familia Ophryoscolecidae: ciliatura reduzida a area anterior e
constituida por ciliatura oral com coroa perivestibular em continuidade
com a parte vestibular, invaginando-se em uma cripta, e ciliatura
somatica formada de zona ciliar esquerda, as vezes ausente
(Entodinium). Placas esqueléticas em numero variavel -caracterizam
muitos  géneros. (0: Diplodinium, Eodinium; 01. Eudiplodinium,
Ostracodinium, Eremoplastron; 02. Diploplastron, Metadinium; 03:

Epidinium; 04: Elytroplastron; 05: Polyplastron, Epiplastron).

Subfamilia Entodiinae: tufos sinciliares limitados a &rea adoral;

macronlcleo entre o microndcleo e o limite mais préximo do corpo.

Género Entodinium: dnica banda ciliar em volta da abertura oral. Nos
organismos vivos cilios parecem formar membranelas ou pequenos
tufos chamados sincilia; quando fixados s&do visiveis como cilios

z

individuais. A ciliatura oral €& geralmente referida como zona ciliar



28
adoral ou zona adoral de sincilia. Comprimento: 22-115 upm; largura:

14-90 pm (Figura 1M).

Subfamilia Diplodiinae: tufos sinciliares na éarea adoral e no lado
anterior esquerdo; zonas adoral e esquerda no mesmo plano
transversal. Placas esqueléticas presentes em muitos géneros. Opérculo

presente.

Género Diplodinium: placas esqueléticas ausentes; macrondcleo com
o terco anterior inclinado a direita, localizado no meio do corpo.

Comprimento: 30-120 pm; largura: 20-80 um (Figura 1N).

Género Eodinium: placas esqueléticas ausentes; macronucleo reto,
em bastdo, proximo a extremidade esquerda do corpo; dois vacuolos

contrateis. Comprimento: 40-70 um; largura: 20-40 um (Figura 10).

Género Eremoplastron: UOnica placa esquelética estreita; macronucleo
triangular ou em bastdo com a extremidade posterior inclinada a
direita; dois vacuolos contrateis. Comprimento: 35-110 pm largura

25-70 pm (Figura 1P).
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Género Eudiplodium: uma pequena placa esquelética alongada,
alargada na porcdo junto ao citdstoma percorre 0 citossoma ao longo
do lado direito do macronucleo, afilando-se posteriormente.

Comprimento: 120-200 um; largura: 80-150 um (Figura 1Q).

Género Diploplastron: duas placas esqueléticas delgadas; macronu-
cleo em bastdo; dois vacuolos contrateis a esquerda do macronucleo.

Comprimento: 90-128 pm; largura: 65-87 um (Figura 1R).

Género Polyplastron: presenca de cinco placas esqueléticas sendo
duas bem distintas no lado superior e trés pequenas no lado inferior.
Vacuolos pulsateis numerosos. Unica espécie, P. multivesiculatum.

Comprimento: 122-210 um; largura: 97-130 um (Figura 1S).

Género Ostracodinium: placa esquelética larga, Unica, cobrindo quase
completamente o lado superior do ciliado. Comprimento: 50-128 pm;

largura: 36-70 pm (Figura 1T).
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Género Elytroplastron: presenca de quatro placas esqueléticas sendo
duas bem definidas no lado superior e no lado inferior uma placa bem
desenvolvida e outra pequena. Unica espécie, E. bubali (Dogiel, 1928).

Comprimento: 100-160 um; largura: 76-100 pum (Figura 1U).

Género Metadinium: com duas placas esqueléticas largas, unidas ou
ndo na regido posterior; macronucleo em forma de E ou F.

Comprimento: 110-210 um; largura: 80-140 pm (Figura 1V).

Género Enoploplastron: trés placas esqueléticas, separadas ou
parcialmente unidas. Comprimento: 80-110 pm; largura: 60-78 pm

(Figura 1X).

Subfamilia Ophryoscolecinae: tufos sinciliares na area adoral e no
lado anterior esquerdo situados em planos transversais distintos; todos

com placas esqueléticas. Opérculo ausente.

Género Ophryoscolex: zona esquerda de sincilia formando uma banda
gue circunda cerca de trés quartos do corpo. Com trés placas
esqueléticas no lado superior. Espinhos na parte posterior do corpo.

Comprimento: 140-190 upm; largura: 80-110 pm (Figura 1Y).
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Género Epidinium: zona esquerda de sincilia situada ao nivel do terco
anterior do corpo; trés placas esqueléticas ligeiramente curvas no lado

superior. Comprimento: 80-150 um; largura: 40-70 um (Figura 1Z).

Género Epiplastron: zona esquerda de sincilia ao nivel do terco
anterior do corpo; cinco placas esqueléticas. Assemelha-se a Epidinium
do qual distingue-se pelo nimero de placas; dois vacuolos contrateis.

Em antilopes africanos. Comprimento: 98-112 pm (Figura 1AA).

Género Opisthotrichum: zona ciliar esquerda localizada perto do
meio do ciliado; Unica placa quase forma um cilindro anteriormente.
Em antilopes africanos. Comprimento: 60-80 um; largura: 21-28 pm

(Figura 1BB).

Género Caloscolex: zona ciliar esquerda forma um cinto situado logo
abaixo da extremidade anterior circundando quase completamente o
corpo; trés placas esqueléticas, uma larga no lado superior e duas
pequenas anteriormente a direita e a esquerda. Em camelos.

Comprimento: 130-160 pm; largura: 73-90 um (Figura 1CC).



FIGURA 1. Representagdo esquemédtica dos ciliados do rdmen.

A. Buetschlia; B. Blepharoconus; C. Blepharoprostium,
D. Polymorphella; E. Parabundleia; F. [sotricha,
F'. I prostoma, F**. I intestinais; G. Dasytricha;
H. Oligoisotricha;, . Microcetus; ] Charonina;

L. Parentodinium.
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FICURA 1 (Cont.). M. FIntodinium; N. Diplodinium; O. Fodinium;
P.  fremoplastron; Q. [udiplodinium; R. Diploplastron,
S. Polyplastron, 8'. lado superior, $''. lado inferior;

T. Ostracodinium.
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FIGURA 1

(Cont.). U. &lytroplastron, LU

inferior: V.

Y. Ophryoscolex;

Metadinium

Z. fpidini

). lado superior, U’’. lado

X. Enoploplastron;
um;  AA. Fpiplastron (lado

C. Caloscolex.

direito); BB. Qpisthotrichum, C
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De acordo com a proposta de classificacdo do Phylum
Ciliophora, até Ordens, e respectivas caracterizacdes, até Classes,
apresentadas por PUYTORAC et al. (1993), estes ciliados do rumen se

situam da seginte maneira:

Phylum Ciliophora Doflein, 1901
Subphylum Fiticorticata Puytorac et al., 1993
Classe Litostomatea Small & Lynn, 1981
Ordem Haptorida Corliss, 1974
Géneros Buetschlia, Blepharoconus, Blepharoprosthium,
Polymorphella, Parabundleia
Classe Vestibuliferea Puytorac et al., 1974
Ordem Trichostomatida Butschli, 1889
Géneros Isotricha, Dasytricha, Oligoisotricha, Microcetus
(incertae sedis)
Ordem Blepharocorythida Wolska, 1971
Género Charonina
Ordem Entodiniomorphida Reichenow in Doflein & Reichenow,
1929
Géneros Parentodiniurn, Entodinium, Campylodinium,

Diplodinium, Eodinium, Eremoplastron, Eudiplodinium,
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Diplopastron, Polyplastron, Ostracodinium, Elytroplastron,
Metadinium, Enoploplastron, Ophryoscolex, Epidinium,

Epiplastron, Opisthotrichum, Caloscolex

Subphylum Filicorticada: limite ecto-endoplasmico dos microfilamen-
tos, continuo ou descontinuo, ern um ou dois extratos, ao menos
localmente presente, ligado a parte proximal dos cinetosomas forma o
sistema de raizes que sao geralmente bem desenvolvidos, garantindo,
desta maneira, a coesdo longitudinal do sisterna somatico cinético.
Monocinécias tipicamente com dois corddes de fibras transversas, ou

policinécias.

Classe Litostomatea: citostoma superficial. Infraciliatura pericitos-
tornal de dicinécias diferenciadas na extremidade das cinécias
somaticas, podendo estar acompanhada de monocinécias oralizadas.
Rabdos formado pelas fibras transversais e nemadesmos das cinécias
orais e oralizadas, acompanhadas ou ndo de micritibulos acessérios de
origem desconhecida. Estomatogénese telocinecial. Ciliados livres,

predadores com toxicistos ou endocomensais do tubo digestivo de

mamiferos.
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Classe Vestibuliferea: citostoma em um vestibuto, invaginagdo cons-
tituida no opisto no momento da divisdo, atraindo as extremidades das
cinécias somaticas recobrem parcialmente a parede vestibular. Espécies

livres ou endocomensais do tubo digestivo dos mamiferos.

3.2. Sistematica dos ciliados do rumen

GRUBY & DELAFOND (1843) realizaram as primeiras
observacbes de ciliados no estdbmago de ruminantes, assinalando a
presenca de quatro tipos de organismos. Sem atribuir-lnes qualquer
designacdo, descreveu, dentre outros caracteres, como primeira
espécie os organismos de forma alongada e achatada, com carapaca
convexa na superficie, achatados em cima e denteados posteriormente,
cabeca distinta, cilios ao meio do corpo, movimentos lentos; como
segunda espécie os de forma ovdide, corpo com carapaca denteada
anterior e posteriormente, com cauda cbénica, com coroa de cilios
anterior, movimentos distintos; terceira espécie os de forma alongada e
cilindrica, carapaca lisa, sem cauda, cilios ao redor da boca,
movimentos muito rapidos; quarta espécie 0s organismos ovalados,
sem carapaca, cilios em toda superficie do corpo, abertura bucal em

uma das extremidades, movimentos rotatérios muito rapidos.
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CRAWLEY (1923), apresentou discussao evolutiva sobre
ciiados do rumen que se resume aos seguintes pontos: 1. a familia
Ophryoscolecidae pertence aos ciliados oligotriquios cuja maioria das
espécies € mutualista ou comensalista do primeiro e segundo estémago
de ruminantes; 2. formam um grupo monofilético; 3. o0s géneros
Entodinium, Diplodinium, Metadinium, Epidinium e Ophryoscolex,
formam uma série linear na qual o primeiro € o mais primitivo; 4. a
distincdo entre os géneros baseia-se na forma do aparelho ciliar e entre
as espécies no tamanho e forma de ornamentos presentes na
extremidade posterior de quase todos o0s organismos; 5. relagdes
evolutivas entre os géneros. Finalmente, destacou a importancia do
estudo de parasitos para elucidar problemas relativos a evolucdo dos
hospedeiros.

JAMESON (1925) descreveu o0 género e a espécie Charon
ventriculi a partir de ciliados observados no estébmago de oito
hospedeiros, sete bovinos e um ovino, de um total de 70 ruminantes
examinados na Inglaterra. Assinalou seu modo de locomocdo regular e
nao muito rapido, promovido por dois tufos de cilios posteriores, e a
ciliatura  anterior abundante destacando-se dois tufos menos
proeminentes que o0s postcriores. Ressaltou que a boca situa-se na

superficie ventral imediatamente posterior a extremidade anterior,
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seguida de uma citofaringe proeminente; macronidcleo redondo e
micronucleo ovalado. O autor considerou C. ventriculi relacionado a
organismos do género Blepharocorys Bundle (1895) de ceco de
equinos.

DOGIEL (1926) descreveu a espécie Blepharocorys bovis
ocorrente no rumen de bovinos, contrastando com as outras espécies
do género cuja ocorréncia restringia-se ao ceco e coélon de equinos.

DOGIEL (1927) apresentou uma monografia  sobre
Ophryoscolecidae considerando o0s géneros Entodinium, Diplodinium,
Epidinium, Ophryoscolex, Caloscolex, Opisthotrichum e Cunhaia. Este
autor subdividiu o género Entodinium nos subgéneros Entodinium e
Amphacantus que passou a englobar a espécie A. ovum-rajae (Dogiel,
1926). O subgénero Diplodinium foi subdividido, por este autor, em
guatro  subgéneros, Anoplodium, Eudiplodium, Polyplastron e
Ostracodinium.

BECKER & TALBOT (1927) realizaram estudo sobre
protozoarios (Sarcodina, Mastigophora e Infusoria) do rumen-reticulo
de bovinos, assinalando os observados em amostras de 26 animais de
abatedouro em lowa. Além de caracterizarem cada género e espécie,
apresentaram chave dicotdmica para identificagdo desses protozodrios

e descreveram Diplodinium clevelandi, Diplodinium hegnei,
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Diplodinium helseri. As tentativas de cultivo em diversos meios nao
lograram éxito. Os autores detectaram o0s seguintes géneros de
ciliados: Isotricha Dasytricha, Bitschlia, Entodinium, Diplodinium e
Ophryoscolex.

DOGIEL (1928) em estudo sobre infusorios do estdbmago de
dromedarios e bufalos, destacou a semelhanca entre os de bovinos e
bubalinos assinalando, contudo, espécies novas e endémicas como
Isotricha bubali, Diplodinium (Polyplastron) bubali e Epidinium
lobatum além de Diplodinium (Anoplodinium) polygonale, ocorrente
em antilope africano, dentre outras espécies ja referidas para bufalos.

CAMPBELL (1929) utilizando conteddo ruminal de bovinos e
de ovinos, fixados com liquido de Schaudin e de Zenker, corados pela
hematoxilina férrica de Heidenhain, descreveu a morfologia de
Isotricha prostoma acrescentado novas caracteristicas as descricdes
prévias deste ciliado. Ressaltou a presenca de estrutura de sustentagao
do nudcleo como um suporte plano e a presenca de vacuolos
alimenticios.

KOFOID & MacLENNAN (1930) apresentaram um tratado
sobre ciliados de Bos indicus, no qual descreveram 15 espécies e
fizeram nova descricdo de cinco outras espécies do género Entodinium

Stein, 1858, separadas nos seguintes grupos: - Grupo bursa 1. E.
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ellipsoideum; Grupo longinucleatum 2. E. longinucleatum Dogiel,
1925, 3. E. acutonucleatum; Grupo rostratum 4. E. rostratum
Fiorentini, 1889, 5. E. pisciculum; - Grupo biconcavum 6. E.
biconcavum, 7. E. bifidum (Dogiel, 1927), 8. E. acutum, 9. E.
aculeatum; - Grupo laterale 10. E. laterale, 11. E. rectangulatum; - N&o
agrupadas 12. E. brevispinum, 13. E. laterospinum, 14. E. nanellum
Dogiel, 1927, 15. E. ovoideum, 16. E. rhomboideum, 17. E. bimastus
Dogiel, 1927, 18. E. gibberosum, 19. E. tricostatum e 20. E. indicum.
Os autores discutiram aspectos morfolégicos do género e a importancia
da estrutura e posicdo de varias organelas como base para sua
sistematica, base para classificacdo especifica e sugeriram que o termo
"forma”, amplarnente utilizado na familia Ophryoscolecidae, ndo deva
ser usado. No mesmo estudo, destacaram nao ter havido diferenca
significativa entre a ciliatofauna ruminal de cinco hospedeiros de
Coonor, india e quatro de Colombo, Sri Lanka.

KOFOID & MacLENNAN (1932) apresentararn revisdo do gé-
nero Diplodinium Schuberg, 1888 reconhecendo Entodinium dentatum
como Diplodinium dentatum (Stein, 1858), espécie tipo deste género.
As principais propostas dos autores podem ser sintetizadas nos

hY

seguintes itens: 1. propuseram elevar a categoria taxonémica de género
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0s subgéneros propostos por Dogiel em 1927, com excecdo de
Anoplodinium que reconheceram como sinonimia de Diplodinium,
destacando que n&do havia subgénero com a denominacdo do
género conforme preconiza o Codigo Internacional de Nomenclatura
Zoolbgica; 2. reestabeleceram o0 género Metadinium Awerinzew &
Mutafowa, 1914, que havia sido suprimido por Dogiel (1927); 3.
propuseram 0S novos géneros Eodinium, Eremoplastron, Diploplastron,
Elytroplastron e Enoploplastron. Para a classificacdo apresentada, o0s
autores se basearam na posicdo e tamanho das zonas de membranelas,
niumero e forma das placas esqueléticas, forma do macronucleo,
morfologia das fibrilas esofageanas, e outros caracteres da estrutura
interna. As amostras de conteddo ruminal de B. indicus examinadas
continham 31 espécies dos géneros citados.

KOFOID & MacLENNAN (1933) apresentaram estudo sobre os
géneros Epidinium e Ophryoscolex e propuseram o género Epiplastron
para organismos com cinco placas esqueléticas, ficando portanto
Epidinium restrito para ciliados com trés placas esqueléticas. Os
autores trabalharam com amostras de conteddo ruminal de Bos indicus,
nas quais identificaram, ainda, outras quatro espécies de ciliados holo-
triquios, Isotricha prostoma Stein, Dasytricha ruminantium Schuberg,

Butschlia parva Shuberg, 1888 e Charon ventriculi Jameson, 1925.
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WERTHEIM (1933) in NOIROT-TIMOTHEE (1960) distinguiu
duas subfamilias de Ophryoscolecidae: Ophryoscolecinae, incluindo
oS géneros  Entodinium, Diplodinium, Epidinium, Ophryoscolex,
Caloscolex e Opisthotrichum e Cunhaiinae com o género Cunhaia.
KOFOID & CHRISTENSON (1934) examinaram conteudo
ruminal de um hospedeiro da espécie Bos gaurus Smith, de uma
reserva florestal perto do Estado de Mysore, na india. Os autores
destacaram que apesar da expectativa de encontrarem uma ciliatofauna
gue elucidasse aspectos evolutivos deste grupo de ciliados, uma vez
gue o0 hospedeiro mantém-se isolado e em estado selvagem,
observaram similaridade com a de outros bovinos. Foram identificadas
25 espécies de entodiniomorfos cinco das quais descritas como novas,
trés espécies de holotriquios além de flagelados e amebas.
WERTHEIM (1935) descreveu Entodinium bovis, presente em
27 dos 120 rumen-reticulos de bovinos (Bos taurus L.) examinados em
varias regibes da lugoslavia. Caracterizando E. bovis como redondo e
pequeno (26,25 a 38,5 um por 24,5 a 31,5 um), o0s autores
apresentaram revisdo e diagnostico diferencial com  Entodinium

exiguum, E. nanellum, E. simplex, E. dubardi dubardi e E. parvum.
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LUBINSKY  (1957a) iniciando estudos sobre aspectos
evolutivos da familia Ophryoscolecidae, descreveu a espécie
Entodinium simulans com variabilidade intraespecifica apresentando,
de acordo com modificacbes de extremidade posterior do corpo, as
formas "caudatum” (com um espinho dorsal e dois lobos ventrais),
"loboso-spinosum” (com um espinho dorsal e um lobo ventral) e
"dubardi” (sem processos caudais). O autor considerou uma sequéncia
evolutiva o deslocamento do vacuolo contratii para o meio do corpo e
a transformacdo da ranhura lateral em um sulco estreito estenclendo-se
até a zona adoral, como o observado entre E. caudatum, E.
rectangulatum e E. simulans.

LUBINSKY (1957b) dando sequéncia a consideracoes
evolutivas sobre Ophryoscolecidae, comparou estruturas de
Diplodinium e Entodinium do grupo "caudatum-laterale”, concluindo
que Diplodinium sofreu torcdo com deslocamento do aparelho nuclear,
da fenda lateral esquerda e do vacuolo contratil, no sentido do lado
dorsal ao ventral. Desta forma, o lado ventral de Entodinium foi
transformado em dorsal em Diplodinium o que levou o0 autor a propor

terminologia para as regides corporais desses organismos.
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LUBINSKY (1957c) apresentou proposta de uma seqiéncia
evolutiva de Ophryoscolecidae na qual considerou como curso
principal o deslocamento do aparelho nuclear do seu lado primario, o
lado "ventral" de Entodinium, a uma posi¢cdo secundaria, o lado "dorsal"
dos outros membros da familia. Considerou ainda, que esta mudanca
foi acompanhada do progressivo desenvolvimento do citoesqueleto e
da polimerizacdo das organelas, dentre outras. Na ocasido, propés as
seguintes subfamilias para a familia Ophryoscolecidae, com suas
respectivas caracterizagdes: Entodiinae - uma zona de membranela, um
vacuolo contratii. Em visdo lateral, macrondcleo situado entre o
micronucleo e o limite corporal mais préximo; Diplodiinae - duas
zonas de membranelas situadas aproximadamente no mesmo plano
transversal. Dois ou mais vacuolos contrateis. Em visdo lateral,
micronudcleo situado entre o macronicleo e o Ilimite corporal mais
proximo; Ophryoscolecinae - duas zonas de membranetas situadas
em planos transversais diferentes. Dois ou mais vacuolos contrateis.
Em visdo lateral, micronucleo situado entre o macronucleo e o limite
corporal mais proximo. O autor situou nestas subfamilias os géneros

propostos por KOFOID & MacLENNAN (1930, 1932, 1933).
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LUBINSKY (1958a) redescreveu 10 espécies de Entodinium
encontrados no conteddo ruminal de 14 renas da regido artica do
Canada. O autor referiu-se a trabalhos anteriores (1957b, 1957c) nos
quais assinalava ser inadequado os termos lados "dorsal" e "ventral"
para organismos assimértricos, ndo orientados em relacdo a gravidade.
Desta forma, utilizou estruturas proprias aos organismos para situa-los
morfologicamente. Por exemplo, polo oral, polo aboral ou ainda lado
nuclear, que considerou mais adequadas aos (géneros de
Ophryoscolecidae. O autor destacou que o aparelho nuclear dos
organismos desta familia, anteriormente associado ao lado dorsal,
deslocou-se, ao longo da evolugcdo do grupo, 100° a 180° ao redor do
eixo do corpo, mas manteve a relacdo entre macro e micronucleo.
Assim, o "lado nuclear" do corpo dos grandes Ophryoscotecidae ndo é
homoélogo ao de Entodinium. Com a orientacdo proposta pelo autor, ou
seja, extremidade oral voltada para 12 horas e micronucleo a esquerda
do macronucleo, tém-se superficies corporais homolégas, que
correspondem ao "lado esquerdo” de Entodinium e "lado direito" dos
demais, segundo terminologia de DOGIEL (1927). Nesta superficie
encontram-se as estruturas mais importantes desses ciliados, como
fenda lateral esquerda de Entodinium e de Diplodinium, vacuolo

contratii de Entodinium, e placas esqueléticas principais. A esta
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superficie chamou de "lado superior® e a superficie oposta "lado
inferior". O autor destaca ainda que o sistema de terminologia
proposto tem como vantagens a padronizacdo de termos para lados
homélogos do corpo para todos os organismos de Ophryoscolecidae e
por dispensar o conceito de dorsalidade para estes ciliados. Neste
mesmo trabalho, Lubinsky apresentou chave dicotdmica para as
subfamilias Entodiinae, Diplodiinae e Ophryoscolecinae e para espécies
do género Entodinium registradas em renas.

NOIROT-TIMOTHEE (1960) realizou estudo sobre ciliados da
familia Ophryoscolecidae sob aspectos estruturais, ultraestruturais e
sistematico. Considerou a existéncia de quadro grandes modelos
Entodinium, Diplodinium, Epidinium e Ophryoscolex; ampliou ainda
para seis os subgéneros propostos por DOGIEL (1927) para o género
Diplodinium, a saber: Diplodinium (sem placas esqueléticas; dois
vacuolos pulséteis), Eudiplodinium (uma ou duas placas esqueléticas do
lado direito; dois vacuolos pulsateis), Polyplastron (cinco placas
esqueléticas, duas a direita e trés pequenas a esquerda; nove vacuolos
pulsateis), Elytroplastron (quatro placas esqueléticas, duas a direita e
duas a esquerda; quatro vacuolos contrateis alinhados ao longo do lado
dorsal), Ostracodinium (uma placa esquelética larga; dois a seis

vacuolos pulsateis) e Enoploplastron (trés placas esqueléticas; dois
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vacuolos pulsateis). Considerou dois subgéneros para o0 género
Epidinium: Epidinium, com trés placas esqueléticas e Epiplastron, com
cinco placas esqueléticas. Considerou ainda que o0 conjunto dos
géneros Entodinium, Diplodinium, Epidinium, Ophryoscolex,
Caloscolex e Opisthotrichum formam um grupo bem definido,
constituindo a familia Ophryoscolecidae.

LATTEUR (1966) propbs alteracdo sistematica da familia
Ophryoscolecidae, ap6s analisar comparativamente 0s sistemas
propostos por DOGIEL (1927) e por KOFOID & MacLENNAN (1930,
1932, 1933). Comparando o0s géneros Eodinium e Diplodinium,
Eudiplodinium e Eremoplastron, Diploplastron e Metadinium concluiu
gue a maior fragilidade da proposta de KOFOID & MacLENNAN (1932)
foi a utilizacdo de caracteres do aparelho nuclear na formulagéo
genérica. Estabeleceu como caracteres sistematicos de primeira ordem
os relacionados a zona acessOria de membranelas (a presenca ou
auséncia, o perfil, a extensdo e a posicdo); como de segunda ordem, os
relacionados a armadura esquelética (a presenga ou auséncia, 0 numero
e a posicdo). Baseado na combinacdo desses caracteres, o autor
reconheceu seis subfamilias e 13 géneros conforme se segue: -
Entodiinae: Entodinium; - Diplodiinaae: Diplodinium, Eudiplodinium,

Ostracodinium, Metadinium, Enoploplastron, Elytroplastron e



49
Polyplastron; - Epidiinae: Epidinium e Epiplastron; - Opisthotrichinae:
Opisthotrichum; - Ophryoscolecinae: Ophryoscolex; - Caloscolecinae:
Caloscolex. Ao nivel especifico, distinguiu as espécies em estaveis e
variaveis, sendo as variagdes restritas aos espinhos caudais.
LATTEUR (1968, 1969) apresentou revisdo sistemética do
género Entodinium, agrupando suas espécies em sete tipos segundo a
posicdo do vacuolo pulséatil. Baseado na combinacdo desses caracteres,
0 autor reconheceu seis subfamilias e 13 géneros conforme se segue: I.
sem zona acessotria de membranelas: Entodiinae, Entodinium. II. (A)
com zona acessOria de membranelas transversal, dorsal, percorrendo
um terco da circunferéncia A.1.) ao nivel da zona adoral: Diplodiinae,
Diplodinium (sem placa esquelética); Eudiplodinium (uma placa
estreita); Ostracodinium (uma placa larga); Metadinium (duas placas
esqueléticas); Enoploplastron (trés placas esqueléticas); Elyplastron
(quatro placas esqueléticas); Polyplastron (cinco placas esqueléticas);
A.2.)) ao nivel do terco anterior do corpo: Epidiinae, Epidinium (trés
placas esqueléticas); Epiplastron (cinco placas esqueléticas); A.3.) ao
nivel da metade do corpo Opisthotrichinae, Opisthotrichum. Il (B) com
zona acessoOria de membranelas espiralada B.1.) percorrendo trés
gquartos da circunferéncia: Ophryoscolecinae, Ophryoscolex; B.2.)

com espiral completa: Caloscolecinae, Caloscolex.
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ORPIN & MATHIESSEN (1986) propuseram novo g¢género de

ciliado de rumen ao descreverem a espécie Microcetus lappus,
observada em dois bovinos "norwegian red". Os autores apresentaram
diagnostico diferencial com organismos dos géneros Oligoisotricha,
Charonina e Parabundleia. Discutiram ainda que M. lappus nédo se
enquadra em Vestibulifera nem em Hypostomata, podendo representar

um novo taxon ainda nao descrito.

3.2.1. Quadro resumo das principais propostas de sistematica

para a familla Ophryoscolecidae

DOGIEL (1927)

Género Subgénero

Entodinium Entodinium
Amphacanthus

Diplodinium Anoplodinium
Eudiplodinium

Polyplastron
Ostracodinium
Epidinium
Ophryoscolex
Caloscolex
Opisthotrichum
Cunhaia



KOFOID & MacLENNAN (1930, 1932)

Subfamilia Género
Entodiinae Entodinium
Ophryoscolecinae Ophryoscolex
Diplodiinae Diplodinium
Eodinium
Eremoplastron
Eudiplodinium

Diploplastron
Polyplastron
Elytroplastron
Metadinium
Ostracodinium
Enoploplastron
Epidinium
Epiplastron

WERTHEIM (1933) in NOIROT-THIMOTHEE (1960)
Subfamilia Género

Ophryoscolecinae Entodinium
Diplodinium
Epidinium
Ophryoscolex
Caloscolex
Opisthotrichum

Cunhaiinae Cunhaia
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LUBINSKY (1957¢)

Subfamilia Género

Entodiinae Entodinium

Diplodiinae Diplodinium
Eodinium

Eremoplastron
Eudiplodinium
Diploplastron
Metadinium
Polyplastron
Elytroplastron
Ostracodinium
Enoploplastron
Ophryoscolex
Epidinium
Opisthotrichum
Caloscolex
Epiplastron

Ophryoscolecinae

NOIROT-TIMOTHEE (1960)

Subgénero

Género

Entodinium

Diplodinium Diplodinium
Eudiplodinium
Polyplastron
Elytroplastron
Ostracodinium
Enoploplastron

Epidinium Epidinium
Epiplastron

Ophryoscolex
Caloscolex
Opisthotrichum
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LATTEUR (1966)
Subfamilia

Entodiinae
Diplodiinae

Epidiinae
Opisthotrichinae

Ophryoscolecinae
Caloscolecinae

3.3. Cillados do rumen
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Género

Entodinium
Diplodinium
Eudiplodinium
Ostracodinium
Metadinium
Enoploplastron
Elytroplastron
Polyplastron
Epidinium
Epiplastron
Opisthotrichum
Ophryoscolex
Caloscolex

no Brasil

CUNHA (1914) examinou conteudo do rumen e do reticulo de
bovinos e ovinos provenientes de matadouros encontrando ciliados dos
géneros Isotricha, Dasytricha, Ophryoscolex, Diplodinium e Entodinium

e identificando 14 espécies, dentre as quais as trés novas que

descreveu. O autor assinalou grande analogia entre a fauna

parasitolégica encontrada e a de outros paises, bem como a

semelhanca entre as espécies observadas nos dois tipos de

hospedeiros, atribuindo a ndo ocorréncia de algumas destas nos ovinos

ao menor numero examinado com relacdo aos bovinos.



54

DEHORITY (1979) determinou o numero total e a distribuicdo
por géneros e subgéneros de ciliados do rumen de quatro bdufalos
Bubalus bubalis L., no Brasil. Um destes hospedeiros (bufalo numero 1
era mantido em proximidade com gado europeu (Bos taurus) e zebu
(Bos indicus), o que resultou em ciliatofauna diferente da observada
nos outros animais, mantidos isolados em um rancho. O autor assinalou
o total de 49 espécies sendo oito descritas como novas. Destacou
ainda, que o bufalo numero 1 apresentou a concentracdo mais elevada
de ciliados ruminais, com o maior percentual ocupado por organismos
do género Entodinium, menor percentual de organismos Diplodiinae e
com distribuicAo genérica semelhante a observada em gado na
América, enquanto nos outros animais a distribuicdo era mais
relacionada com a do gado na india e Nova Zelandia.

NOGUEIRA FILHO et al. (1983), acompanharam a
implantagdo de ciliados no liquido ruminal de 45 bezerros de raca
holandesa, em Pindamonhangaba, SP, assinalando organismos dos
géneros Entodinium, Diplodinium, Epidinium, Isotricha e Dasytricha.
Os animais foram observados dos sete aos 270 dias de idade, periodo
em que o pH do rumen variou de 4,44 a 6,80, registrando-se
Entodinium e Diplodinium ao terceiro més de vida dos bezerros com

pH ruminal de 4,90; Dasytricha e Isotricha, foram os de instalacdo mais
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tardia, aos seis meses, com pH acima de 6,0. Os autores ressaltaram
gue, Entodinium sempre foi predominante em relacdo aos demais
géneros assinalados.

NOGUEIRA FILHO et al. (1984), utilizando 115 bezerros do
tipo "Mantiqueira”, acompanharam a cronologia do aparecimento de
ciliados no ramen, nos quais registraram 0S mesmos géneros registrados
por NOGUEIRA FILHO (1983), porém com Entodinium ja ao segundo
més de idade quando o pH ruminal foi cerca de 4,22. Registraram que
embora a instalacdo de ciliados no rumen de bezerros do tipo
"Mantiqueira” ocorra mais precocemente que em bezerros Holandés
puro, seu desenvolvimento quanto as densidades populacionais € menos
acelerado.

DEHORITY (1986) estudou a composicdo da ciliatofauna do
conteuddo ruminal de quatro vacas Nelore (B. indicus), no Estado de
Sao Paulo, Brasil, mantidas com uma mistura de capins coloniao,
pangola e grama batatais, registrando a presenca de 55 espécies de
ciiados das familias Buetschliidae (Blepharoconus, Buetschlia),
Isotrichidae  (Dasytricha, Isotricha), Blepharocorythidae (Charonina),
Ophryoscolecidae (Entodinium, Diplodinium, Eudiplodinium,
Ostracodinium, Metadinium, Elytroplastron, Epidinium),

Cycloposthiidae  (Parentodinium) e  provavelmente Paraisotrichidae
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(Paraisotricha). O numero total de ciliados estimados variou de 9,0 a
51,2 x 10* por mililitro de conteGdo ruminal, de acordo com o animal
examinado. Numericamente, houve predominancia dos organismos do
género Entodinium cujo percentual, com relacdo ao numero total por
animal, variou entre 42,2% e 84,6%. O autor relatou o primeiro
reglstro de organismos da familia Cycloposthiidae, Parentodinium
africanum, no habitat ruminal. Registrou, ainda, a presenca de
Blepharoconus krugerensis para o qual bovino seria novo registro de
hospedeiro, de uma outra espécie desconhecida, com caracteristicas da
familia  Paraisotrichidae em um espécimen dos hospedeiros
examinados, e descreveu uma subespécie, Diplodinium flabellum
laterospinatum.

OLIVEIRA et al. (1987) observaram o desenvolvimento de
ciliados no ramen de 15 ovinos (Ovis aries L.) criados em Itapetinga,
SP, desde o nascimento até 11 meses de idade. Assinalaram organismos
dos géneros Entodinium (76,16%), Diplodinium (15,87%), Epidinium
(4,25%), Isotricha (0,73%) e Dasytricha (2,99%), com respectivos
percentuais sobre o total 191729,5 ciliados/ml. Estes dados referem-se
aos obtidos a partir do oitavo més de idade dos hospedeiros, quando
ocorreu estabilizacdo das populagdes, com pH de 6,90. Os autores

sugeriram que os valores médios encontrados da estabilizagcdo até os 11
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meses possam servir de referéncia para animais adultos.

OLIVEIRA et al. (1989) observaram o desenvolvimento de
ciliados no ruamen de 15 caprinos (Capra hircus L.) criados em
Itapetinga, SP, desde o nascimento até 11 meses de idade. Assinalaram
organismos dos géneros Entodinium (69,88%), Diplodinium (25,66%),
Epidinium (2,01%), Isotricha (0,69%) e Dasytricha (1,74%), com
respectivos percentuais sobre o total de 217,02 x 103 ciliados/ml, cujos
dados referem-se aos obtidos a partir do décimo més, quando houve
tendéncia a estabilizacdo, com pH de 6,9.

D'AGOSTO et al. (1990) avaliaram populacbes de ciliados do
ramen com amostras periodicas obtidas em julho de 1989, em novilhos
hotando-zebu, mantidos com cana-de-acucar + 1% de uréia + farelo
de algoddo (D1) e com cana-de-agucar + 1% de uréia (D2). Os
percentuais dos ciliados assinalados em D1 e D2 foram,
respectivamente, 0s seguintes: Entodinium (77,8 e 88,2), Dasytricha
(15,5 e 6,1), Isotricha (6,7 e 5,7) e Diplodiinae (0,30 e 0,15).

ARCURI et al. (1991) compararam populacdes de ciliados do
ramen de quarto bovinos, alimentados com dietas a base de cana-de-
acucar e 1% de uréia (D1) e acrescida de 15% de farelo-de-algodédo
(D2), recolhendo amostras com o animal em jejum, duas e cinco horas

ap6s o fornecimento do alimento. Registraram a presenca de
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organismos dos géneros Entodinium, Diplodinium, Isotricha, Dasytricha
e Epidinium. As contagens médias apresentaram o total de 12 x 10* e
19 x 10* ciliados/ml de conteddo ruminal para D1 e D2,
respectivamente. Ressaltaram o efeito positivo da suplementacdo sobre
a concentracdo de ciliados, o que segundo os autores indicaria a
importancia da proteina na microbiota ruminal.

OLIVEIRA (1991) em estudo de aspectos do suco ruminal de
51 vacas nelore mantidas com dieta de forragem verde, com
predominancia de Brachiaria decumbens, no municipio de Botucatu,
SP, utilizando a camara de Fuchs-Rosenthal registrou numero total de
protozodarios significativamente maior no verso (134 x 10%ml) que no
inverno (85 x 10%/ml).

CARNEIRO et al. (1992) avaliaram a influéncia das dietas (D1)
cana-de-acucar + 1% de uréia e de (D2) capim elefante sobre as
populacbes de ciliados do rumen de novilhos holando-zebu, em Minas
Gerais. Registraram total de ciliados em D1 de 18,12 x 10* e em D2 de
7,35 x 10%ml de contetdo ruminal. Os autores assinalaram 0s
seguintes percentuais por grupo de ciliados em D1 e D2,
respectivamente: Entodinium 83,13 e 62,93%, Diplodiinae 2,40 e
10,57%, Isotricha 3,12 e 6,17% e Dasytricha 11,35 e 14,96%. Com

relacdo as concentracdes do total de ciliados segundo tempos apds a
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alimentacdo, constataram diferenca significativa em D1 entre TO e T5 e
em D2 entre TO e T3 e entre T2 e T5.

BRANDO & D'AGOSTO (1993) compararam as populacdes de
ciliados de ruamen em amostras obtidas da parte superior e do meio da
massa alimentar de uma vaca holando-zebu em lactacdo, mantida com
dieta a base de silagem de milho. Os valores médios dos organismos
dos géneros Entodinium, Isotricha, Charonina e da subfamilia
Diplodiinae  diferiram significativamente entre as duas regides de
amostragem.

D'AGOSTO & SANTA ROSA (1993) examinaram 270 amostras
de conteudo ruminal de trés vacas holando-zebu em lactagdo mantidas
com dietas a base de silagem de milho e racdo com diferentes
concentracfes de proteina, utilizando o quadrado latino como modelo
experimental. Identificaram ciliados dos géneros Entodinium, Isotricha,
Diplodinium, Eodinium, Charonina e outros agrupados como
"Diplodiinae” nos trés animais, e Dasytricha no animal referido como
Al e Eudiplodinium nos animais Al e A2. Constataram que a variagao
na concentracdo de proteina diferiu significativamente entre as trés
dietas para as poputacdbes de Diplodinium e de Eudiplodinium. Os

autores destacaram ainda que a concentracdo de ciliados em relacdo ao
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numero total manteve proporcdo constante nos trés hospedeiros
independente da dieta ou época da amostragem.

D'AGOSTO & SANTA ROSA (1994) investigaram a utiliza-
cdo de técnicas de preparacdes permanentes, o protargol e a reacdo de
Feulgen, no estudo de ciliados entodiniomorfos do riumen de bovinos,
com amostras de conteddo ruminal fixadas e conservadas em
formalina. Concluiram que apesar da ndo impregnhacdo da infraciliatura
pelo protargol, as duas técnicas evidenciaram bem as seguintes
estruturas: nuacleos, zonas de sincilia, citofaringe, citoprocto e

fagossoma.

3.4. Fatores que influem na ocorréncia e na concentragdo de

ciliados no rumen

WARNER (1962) observou que a concentracdo de micro-
organismos no rumen altera-se em relacdo ao intervalo de tempo apos
a alimentacdo, refletindo-se ainda na proporcdo de organismos em
divisdo registrados. Destacou que diferentes animais sob a mesma dieta
apresentam populacdes diferentes de micro-organismos. O autor néao
assinalou efeito da quantidade de alimento sobre a concentracdo dos

constituintes da microbiota ruminal, porém com o0s hospedeiros
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mantidos em jejum, registrou reducdo ou eliminacdo de alguns
daqueles.

EADIE (1962a) acompanhou a instalacdo e o desenvolvimento
de bactérias e de protozoarios no riumen de 58 ruminantes, cordeiros e
bezerros, mantidos sob diversas condicdes de manejo. Avaliou
especialmente até que ponto as populacdes de micro-organismos sao
influenciadas pela idade do hospedeiro, dieta, disponibiliade de micro-
organismos, espécie do hospedeiro e se ha variacdo individual entre os
animais. Destacou que a dieta foi o fator preponderante para a
instalacdo dos ciliados e que a inoculacdo foi tdo eficiente quanto o
contato parental. Ap6s o periodo inicial de pH baixo, tanto nos
bezerros como nos borregos, os primeiros ciliados a se estabelecerem
foram espécies do género Entodinium. De tal forma, observou que
gquando o pH estava mais baixo que 6,0 a ocorréncia foi de pequeno
nimero de ciliados; pouco acima que 6,0 varias espécies de
Entodinium foram observadas e com pH maior que 6,5, populacdes
mistas, incluindo grandes organismos da familia Ophryoscolecidae.
Assinalou ainda, que nao houve diferengca significativa na performance
dos animais mantidos com ou sem ciliados e que ocorrem variacfes
individuais entre os hospedeiros que nao podem ser atribuidas a

diferenca de manejo.
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EADIE (1962b) investigou as interrelacbes entre ciliados do

ramen por meio de inoculacBes intra-ruminais em cordeiros, ovelhas e
bezerros concluindo que apesar da nédo especificidade ao hospedeiro
de certas espécies, 0 estabelecimento da microfauna foi influenciado
pelo hospedeiro. Observou ainda que ciliados das espécies
Polyplastron  multivesiculatum (Dogiel & Fedorowa), Eudiplodinium
maggii (Fiorentini) e Epidinium spp. ndo formam populacbes mistas
estaveis, e apesar de ndo precisar a causa deste antagonismo ndo o
atribui  ao canibalismo, competicdo por alimento ou a bruscas
modificacbes bacterianas. Destacou ainda que nao foram assinaladas
diferencas em ganho de peso e ingestdo de alimento entre animais
faunados e  defaunados. Agrupou os ciliados da familia
Ophryoscolecidae em Tipo A ou Tipo B de acordo com a tendéncia de
serem encontrados juntos em populacbes estaveis sob condicdes
naturais. Assim, constituem populacdo do Tipo A o0s organismos. P.
multivesiculatum associados a outros como Diploplastron affine (Dogiel
& Fedorowa), Ophryoscolex tricoronatus (Dogiel) e do Tipo B no qual
E. maggii e Epidinium spp., juntos ou isolados, sdo o0s grandes

entodiniomorfos predominantes. Espécies comuns ao tipo A e B séao

Entodinium spp. e holotriquios.
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WARNER (1966a) investigou padroes de alteracdo da
concentracdo de microorganismos do rumen de ovinos, concluindo que
ha um padrdo caracteristico para cada grupo, e que estes padrfes sao
pouco influenciados pela hora do dia, tipo de dieta ou animal
hospedeiro. O autor constatou que a alteracdo de concentracdo de
ciiados da familia Ophryoscolecidae € resultante da diluicédo
ocasionada pela alimentacdo, seguida de crescimento das populacdes
em resposta aos nutrientes. Ja o comportamento apresentado pelos
holotriquios, o autor ressaltou ser mais dificil analisar, ndo tendo
observado processos de divisdo até 18 horas apds a alimentacado, e
constatado pique da concentracdo durante ou logo apdés a alimetencéo.
WARNER (1966b) acompanhou alteragcdes da concentracdo de
micro-organismos do rumen de um ovino com quantidade de dieta
controlada, a base de alfafa e palha de trigo, fornecida a cada trés
horas. Registrou que apds a alimentacdo havia aumento da atividade
metabdlica pelo aumento da concentracdo de amoébnia e de acidos
graxos volateis e decréscimo do valor do pH. Todos 0s micro-
organismos mostraram algum grau de aumento na concentracao
imediatamente apds a alimentacdo, o que o autor atribuiu ao aumento
dos nutrientes. O aumento de formas em divisdo registrado para

Entodinium spp. foi altamente significativo apdés a alimentagcdo. Antes
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da alimentacdo, foram observadas as menores concentracfes de
ciliados holotriquios, porém a maior proporcdo de formas em divisao.

WARNER (1966¢c) investigou a concentracdo e a variacao
diurna de micro-organismos em ovinos alimentados ad libitum com
palha de trigo ou em pastagem, com predominancia de Lolium perene
e Trifolium subterraneum. Nas duas situacdes estudadas os
microorganismos apresentaram padrdoes semelhantes aos assinalados
por WARNER (1966a) em hospedeiro com restricdo alimentar, com
dieta fornecida uma vez ao dia. Assinalou que Entodinium,
Diploplastron e formas ovais, assinaladas por EADIE (1962a), mostram
padrdo de comportamento semelhante, com as mais baixas
concentragbes enquanto o hospedeiro esta se alimentando. Neste
momento estes organismos apresentaram a maior atividade de divisédo.
Os ciliados holotriquidos (Dasytricha e Isotricha) apresentaram o0s
menores valores nas primeiras horas do dia investigadas.

EADIE (1967) estudou o organismo entre certas espécies de
ciliados de rumen mediante a inoculacdo de popula¢cbes conhecidas em
animais nao faunados e utilizando viveiros, concluindo que por
predacdo, uma populacdo dominante de P. multivesiculatum pode

eliminar Epidinium, E. maggi, Eremoplastron e Destracodinium.
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Assinalou, ainda, evidéncias de antagonismo entre Epidinium e
Ophryoscolex.

PURSER & MOIR (1966) verificaram a associacdo entre a
variacdo do volume ruminal e variagdes no metabolismo do rumen e a
concentracdo de ciliados, em 11 ovinos. Foram assinalados
protozoarios dos géneros Entodinium, Epidinium, Diplodinium e
Dasytricha, contados segundo PURSER & MOIR (1959). No trabalho
realizado, o0s autores assinalaram correlacdo negativa entre a
concentragdo de ciliados holotriquios (Dasytricha sp.) e o consumo de
agua, e que esta foi notada nos oligotriquios com relagdo ao aumento
do consumo de agua e de alimento e ao maior volume do rumen. Os
autores destacaram, ainda, a influéncia de fatores metabdlicos
individuais dos hospedeiros na concentracdo de protistas.

ABOU AKKADA et al. (1969) examinaram o contetdo ruminal
de 70 vacas holandesas em lactacdo, alimentadas com cinco tipos de
racdo, detectando espécies de ciliados de oito géneros da familia
Ophryoscolecidae  (Entdtinium, Eodinium, Diplodinium, Metadinium,
Eudiplodinium, Polyplastron, Ostracodinium, Epidinium e
Ophryoscolex) e de dois da familia Isotrichidae (Isotricha e Dasytricha).
Os dados, apresentados por percentual de ocorréncia de cada grupo,

demonstraram que Entodinium esteve presente em todas as amostras;
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Isotricha foi mais frequente em vacas cuja racdo continha 10% de
melado de cana; Polyplastron, Ophryoscolex e Epidinium foram mais
freqientes em vacas cuja racdo continha extrato de hemicelulose. Os
autores discutiram ainda as relacbes e antagonismo entre os ciliados,
confirmando o antagonismo entre P. multivesiculatum e Epidinium
caudatum e entre P. multivesiculatum e Metadinium medium e
assinalando  associacdo entre Ophryoscolex caudatus com P.
multivesiculatum ou Epidinium tricaudatum ou ambos.

NAKAMURA & KANAGASAKI (1969) avaliaram a densidade de
protozoarios ruminais em quatro ovinos fistulados, mantidos com
guantidades diferentes de dieta e alimentados uma ou duas vezes ao
dia, recolhendo as amostras por sucgcdo antes da primeira alimentacéo.
Verificaram ainda o total de acidos graxos volateis, pH e indice de
liguidez do conteddo ruminal. Observaram maior densidade de
protozoarios em animais alimentados com forragem acrescida de
concentrado em relacdo aos animais que receberam apenas forragem.
A populacdo de Dasytricha ruminantium foi semelhante nas duas
condicbes de dieta; populacbes de trés espécies de Entodinium
decresceram acentuadamente e de uma outra espécie moderadamente
nos ovinos que ndo receberam concentrado. As outras espécies

observadas, P. multivesiculatum, E. maggi, Epidinium caudatum f.
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caudatum e Diplodinium rostratum, mostraram respostas diversas.
Com base nestes dados, sugeriram que as espécies de Entodinium
observadas tém habitos alimentares especificos.

DEHORITY & PURSER (1970) realizaram experimentos para
verificar a influéncia da restricdo de agua e de alimento ingeridos pelo
hospedeiro do numero de holotriquios e o0 estabelecimento destes por
meio de inoculacdo. Os autores concluiram que a restricdo da
quantidade de &gua ingerida ocasionou pequeno aumento no ndmero
de holotriquios em alguns animais; com o tempo, decréscimo gradual
foi observado em todos os animais mantidos sob restricAo de agua. A
reducdo da quantidade de alimento ingerida pareceu-lhes contribuir
para 0 aumento do numero de holotriquios ruminais quando estas
apresentavam baixas populacdes. Populacbes de holotriquios foram
estabelecidas em animais submetidos as restricbes citadas, ou seja,
com reducdo do alimento de 800 gr para 600 gr e de 3 litros para 1
litro de &gua.

DEHORITY & MALES (1974) investigaram, em sete ovinos
fistulados, a pressdo osmoética do liquido ruminal como possivel fator
de influéncia na ocorréncia e no numero de protozoarios dos géneros

Isotricha, predominantemente, e Dasytricha, concluindo que ndo se
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correlacionam. O nuamero maximo de isotriquideos ocorreu antes ou
logo apdés a alimentacdo, permanecendo baixo pelas 20 a 22 horas
seguintes.

METZGER et al. (1976) apos periodo de padronizacdo da dieta
de 15 vacas holandesas em lactacdo, testaram a influéncia de cinco
concentracdes de racdo sobre ciliados e bactérias ruminais. As
situacOes testadas foram as seguintes: 1) controle; 2) 14% de soro total
seco; 3) 5,9% de soro mineralizado; 4) 11,8% de soro desmineralizado;
5) 9,8% lactose. Com relacdo aos ciliados, registraram nuamero médio
total de 1,8 x 105/ml sem diferenca, apesar da tendéncia a diminuicéo
durante o periodo na racdo 4 (quatro). Ciliados do género Dasytricha
diminuiram nas situagbes 1, 2 e 4; o numero de Isotricha, Entodinium e
Diplodinium ndo foi consistente; poucos Ophryoscolex foram
observados em apenas duas amostras.

VASHISHTA (1976), por meio do exame de amostras de fluido
ruminal de 33 vacas, avaliaram o total de ciliados, pelo método de
Purser & Moir (1958), constatando correlacdo positiva entre o numero
de protozoéarios por mililitro de fluido ruminal e o percentual do

contetdo de massa seca. Nao houve correlagdo entre a concentragdo

de protozoarios ruminais e o pH.
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DEHORITY (1978), para verificar a especificidade de ciliados
do rumen entre bovinos e ovinos, inoculou conteddo ruminal de um
novilho em seis ovinos fistulados e sem protozoéarios, sendo que trés
receberam dieta semelhante a do novilho, a base de palha de alfafa, e
0s outros dieta concentrada. As 24 espécies de ciliados do inéculo se
estabeleceram nos ovinos alimentados com palha de alfafa enquanto
nos demais sO foram detectados nove espécies. O autor assinalou a
presenca de organismos dos seguintes géneros: Entodinium,
Diplodinium (Diplodinium, Ostracodinium, Eudiplodinium,
Polyplastron), Ophryoscolex, lIsotricha, Dasytricha e Buetschlia.
DEHORITY & MATTOS (1978) registraram 30% de Charon
ventriculi em relacdo ao numero total de ciliados do ramen de uma
vaca Flamenga alimentada com palha de capim Rhodes (Chloris
gayana). Observaram diminuicdo na concentracdo desse ciliado com a
alteracdo da dieta. Observagcbes no ciclo diurno demonstraram que
apesar de C. ventriculi ser um holotriquio, sua variacdo diurna
assemelha-se a dos entodiniomorfos.
EADIE (1979) avaliou condicdes na ecologia ruminal que
provocam alteracbes no tamanho de alguns organismos. Observou em
P. multivesiculatum e E. maggii o aparecimento de formas gigantes

relacionadas a dieta do hospedeiro e a interacfes entre as espécies. Em
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P. multivesiculatum, o fendbmeno foi observado quando o hospedeiro
recebeu continuamente ragcdo composta principalmente por amido e
guando estes removeram ativamente outros organismos por predacao
seletiva. J4 E. maggii, espécie frequentemente removida por P.
multivesiculatum, sé apresentou aumento do tamanho médio da
populacdo sob condicbes de competicdo entre as duas espécies. O
autor destacou em suas observacdes, que a presenca da forma gigante
de E. maggii ndo impediu sua predacdo por organismos do género
Polyplastron, todavia, sua presenca foi invariavelmente assinalada nas
ocasidbes em que E. maggii, tornou-se predominante, parecendo estar
relacionada a sobrevivéncia da espécie.

PRINS (1980) relatou o desaparecimento de Isotricha
intestinalis e de Epidinium spp. em vacas, poucos meses apdés sua
fistulagdo. Assinalou nao ter observado a reversao espontdnea deste
gquadro com a alteracdo da dieta de feno para forragem fresca, o que se
deu apenas com grande dose de conteddo ruminal contendo estes
ciliados.

SENAUD et al. (1980) utilizando seis ovinos adultos
fistulados, mantidos com alfafa-cevada com relacdo de celulose e
amido 40/50, observaram a instalacdo e o desenvolvimento de ciliados

das espécies P. multivesiculatum, Entodinium spp. e lIsotricha prostoma
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em hospedeiros defaunados e faunados. As principais observacdes
sobre as relacbes destes ciliados foram as seguintes: 1) competicado
nutricional, pela utilizacdo do amido, entre Polyplastron e Isotricha
com decréscimo da populacdo pré-estabelecida do primeiro apoés
inoculacdo de Isotricha, e vice versa; 2) competicdo semelhante entre
Entodinium e Isotricha; 3) Implantacdo de Polyplastron com
populacdos de Entodinium spp. estabelecidas resultou no aumento de
Polyplastron e eliminacdo de Entodinium spp.; 4) Nao foi possivel a
implantacdo de Entodinium com Polyplastron estabelecido sozinho ou
com Isotricha. Os autores apresentaram a suposicdo que a
incompatibilidade entre Polyplastron e Entodinium resulte da predacédo
do primeiro sobre o outro e também da competicdo por nutrientes, e
gue a importancia destes fatores se reduz em presenca de outros
ciliados.

GLOLIERE et al. (1980) utilizando 21 ovinos adultos
fistulados, mantidos com dieta a base de feno e feno-cevada
observaram a implantacdo e o desenvolvimento de P. multivesiculatum,
Entodinium sp. e Isotricha protoma em hospedeiros defaunados ou
contendo um destes ciliados. Os autores confirmaram a competicdo por
amido entre Polyplastron e Isotricha (Senaud et al.,, 1980); Isotricha

nao pode ser implantada sem amido; entre Entodinium e Isotricha héa
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alguma competicdo por amido; entre Polyplastron e Entodinium com
dieta apenas de feno, a presenca prévia de Entodinium favorece o
desenvolvimento de Polyplastron e a presenca de Polyplastron estimula
a proliferacdo de Entodinium, ndo se demonstrando assim a competicao
entre eles. Com dieta de feno-cevada, com taxa de amido menor que
35% o desenvolvimento de Polyplastron e de Entodinium ¢é favorecido
pelo amido e eles podem coexistir. Com dieta com alta taxa de amido,
Entodinium nao permanece sozinho no ramen. Os autores assinalaram
que o género do ciliado e a natureza da dieta modulam a intensidade
dos fenbmenos predacdo, proliferacdo e competicdo pelo mesmo
substrato e que a influéncia das bactérias nestas inter-relacdes
precisam ser estudadas.

ABE et al. (1981) observaram que o numero de holotriquios
no fluido ruminal quadruplicou em vacas holandesas uma hora apdés o
fluido da alimentacdo, decrescendo abruptamente em  seguida.
Resultados semelhantes foram notados em animais alimentados com 2
kg de concentrado e 1,5 kg de palha de arroz, em animais que
receberam isoladamente um desses componentes ou com a introducao
do alimento diretamente por meio da fistula ruminal. Os autores
observaram, ainda, em novilhos abatidos ap6s uma noite sem

alimentacdo, uma camada fina de ciliados na parede do reticulo,
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constituida basicamente de holotriquios. Os autores concluiram: 1) que
a flutuacdo do numero de holotriquios estad relacionada nao apenas a
natureza ou aos componentes dos alimentos mas também a fatores
como a quantidade ou volume da dieta e ao ato de ingerir o alimento.
Relacionaram ainda a flutuacdo ao comportamento de rapida migracao
dos hototriquios do reticulo ao ramen quando o hospedeiro alimenta-se
e ao seu escape a parede do reticulo algumas horas apds. O
comportamento dos holotriquios quanto a ingestdo dos alimentos
apresenta-se em bovinos de maneira diferente que em caprinos e
ovino; 2. que os holotriquios geralmente escapam para a parede do
reticulo e migram ao rumen por poucas horas apds a alimentacdo e que
esse comportamento pode ser essencial para a manutencdo de suas
populacbes no rumen de bovinos pois, quanto mais freqluentes sdo as
migragbes, maior € o numero de organismos carreados com o fluido
ruminal.

CHARDEZ (1983) atribuiu variagdes morfolégicas em espécies
de Entodinium e de Epidinium a influéncia da dieta do hospedeiro.
Utilizou no experimento dois ovinos alimentados com dieta a base de
feno de pradaria (60%), cevada (17%) e torta de soja (6%) e dois com
dieta a base de feno de pradaria (70%), cevada e aveia mais

concentrado vitaminado organo-mineral (30%).
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FONTY et al. (1983) estudaram fatores ecolégicos que
determinam o estabelecimento de bactérias celuloliticas e protistas no
ramen de cordeiros, por meio de inoculacbes per os, em animais
jovens, ou por fistulas ruminais. Com relacdo aos ciliados, foram
inoculados  Entodinium sp. e P. multivesiculatum. Os autores
destacaram que o éxito do estabelecimento desses organismos no
ramen depende da presenca de outros micro-organismos, de uma flora
abundante e diversificada, e que € favorecida pela inoculagcdo precoce
dos animais.

DEHORITY & TIRABASSO (1989) estudaram fatores que
afetam a migracdo e o escape de ciliados da familia Isotrichidae no
ramen, utilizando seis ovinos fistulados. A migracdo quimiostatica de
organismos dos géneros Isotricha e Dasytricha ao conteddo ruminal foi
observada no momento da alimentagcdo, bem como logo apds a esta,
seguida de abrupto decréscimo, presumivelmente como resultado de
escape. Segundo os autores, os resultados indicaram que o0 numero de
isotriquideos no conteddo ruminal é variavel e influenciado pelo
momento da amostragem, quantidade de alimento e frequéncia da
alimentacdo. Sugeriram que a quantidade de carbohidratos

armazenados por esses ciliados deva ser outro fator de controle da
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migracdo, € que o0s isotriguideos parecem escapar por sedimentacao
para a parte ventral do ramen.

LENG et al. (1986) utilizaram seis vacas adultas (cinco
holandesas x Jersey; uma Ayrshire) alimentadas com grama fesca
(Lolium multiflorium Lam) para estudar a dindmica de ciliados ruminais
dos géneros Isotricha e Dasytricha, marcados com carbono 14. O
tempo de passagem indicou que esses holotriquios sdo extensivamente
retidos no rimen e que apenas uma peguena propor¢cdo sai na digesta.

YANG & VARGA (1989a) testaram o efeito da frequéncia de
ingestdo de concentrado sobre o0s protozoarios do rumen, dinamica da
digesta ruminal e producdo de leite, utilizando trés vacas holandesas
fistuladas e alimentadas com dieta a base de silagem de milho (55%) e
concentrado (45%), sendo o concentrado oferecido uma, duas ou
quatro vezes ao dia. Verificaram que o numero médio de ciliados no
liquido ruminal foi semelhante independente da freqliéncia da ingestdo
de concentrado ou do tempo da amostragem feita antes da alimentacgao
e duas, quatro e oito horas apds, e que houve aumento da
concentracdo de gordura e proteina no leite, quando as vacas

receberam concentrado quatro vezes ao dia.
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YANG & VARGA (1989b) testaram o efeito do local de
obtencdo da amostra de conteuddo ruminal sobre os ciliados e os
produtos finais da fermentacdo, nas mesmas condicbes citadas por
YANG & VARGA (1989a), comparando amostras recolhidas dos sacos
dorsal, ventral e anterior e antes da alimentacdo, duas, quatro e oito
horas apd6s. Com relacdo ao total da amostragem, encontraram numero
de entodiniomorfos significativamente maior no saco dorsal em relagcao
ao ventral e anterior, e numero semelhante de holotriquios. O saco
dorsal apresentou valores mais baixos de pH e maiores concentracdes
de &cidos graxos volateis (AGV) em relacdo aos das outras regides
investigadas, parecendo haver relacdo entre esses fatores. Ja o pH
elevado na digesta do saco anterior os autores atribuiram a influéncia
da saliva, pela proximidade da regido com o orificio esofagiano. Com
relacdo ao tempo apdés a alimentacdo, constataram que numero de
holotriquios variou, atingindo o maximo duas horas apdés a alimentacéo.
Este resultado, entretanto, n&o influenciou a contagem total de
protozoarios nos diversos tempos investigados, uma vez que

representaram apenas 1,5% do total. A concentracdo de amodnia

também atingiu o ponto maximo duas horas ap6s a alimentacdo, sendo
sua maior flutuacdo, em relacdo ao tempo, observada no saco dorsal. A

concentracdo de AGV (acidos butirico, propibnico e acético) ruminais
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tende a aumentar duas horas apds a alimentacdo e manter-se elevada
até cerca de oito horas apo6s. Concluiram que o local e o tempo de
amostragem sdo variaveis essenciais quando se comparam
concentracOes de ciliados e produtos finais da fermentacdo. O maior
nimero de ciliados foi observado no saco dorsal, com alta
concentracdo de produtos finais de fermentagcdo microbiana.

MURPHY et al. (1985) utilizando dois novilhos holandeses
canulados e dieta a base de palha de trigo picada (1,5 kg) e
concentrado (2 Kkg) oferecida duas vezes ao dia ou introduzida
diretamente no rumen, testaram a influéncia da administracdo de trés
litros de diversas infusbes no reticulo &gua, saliva artificial, glucose,
NaCl e amido), sobre a migracdo de protozoarios holotriquios ao
ramen. Constataram que apenas a glucose estimulou a migracdo. Ao
acompanharem a flutuacdo das populacdes de isotriquideos assinalaram
gque aumentam cerca de dez vezes na segunda hora apds a alimentacao,
retornando ao nivel pré-alimentar em cinco a seis horas. Concluiram
gue o ato de ingestdo € menos importante para a concentracdo desses
ciliados do que sugerido por ABE et al. (1981) uma vez que a
introducdo de alimento diretamente no rumen ocasionou aumento

substancial e transitorio de suas populagdes.
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FFOULKES & LENG (1988) realizaram estudo sobre a dinamica
de ciliados no rumen de bovinos fistulados, alimentados com
melago + 30 g de uréia/kg do animal adicionados a dietas com baixo
teor de fibras (6 g de palha de cereais/lkg do animal) e alto teor de
fioras (18 g de palha de cereais/kg do animal). Os autores acompanha-
ram ciliados marcados com 14CH3 coline e injetados intra-rimen
verificando sua sobrevida e taxa de producdo de metano. Observaram
populacdes diferentes de ciliados em funcdo das dietas, que foram
significativamente maiores e com sobrevida mais longa em bovinos que
receberam dieta com alta taxa de fibras, ndo assinalando, todavia,
diferencas na taxa de producdo de metano. Apesar do numero total de
ciliado ter sido menor com dieta com alta taxa de fibras, a biomassa de
protistas manteve-se semelhante, compensada por ciliados maiores.
Destacaram que 74% dos protistas sdo perdidos no rumen e apenas
26%, aparentemente, passam para outras partes do trato digestivo,
confirmando ainda a retencdo de pequenos citiados no ramen.

KAYOULI et al. (1988) investigaram a influéncia de ciliados do
ramen na taxa de degradacdo de palha de milho e de alfafa, utilizando
pequenos sacos com malha de 100 e 5 Um, em carneiros faunados e
defaunados. Relataram que protozoarios do tipo B tem efeito positivo

direto sobre a degradacdo desses alimentos, compensando o declinio
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da atividade bacteriana em animais faunados, e que foram mais
eficientes que as bactérias em animais defaunados. Notaram, ainda,
que a adicdo de amido a dieta ndo modificou esse comportamento, mas
diminuiu a taxa de degradacdo da palha de milho e aumentou a de
alfafa.

TOWNE et al. (1988) examinaram o conteddo ruminal de 79
bisbes abatidos e de outros dois com fistulas ruminais, em Kansa, para
obterem informacdes sobre o numero total e espécies de ciliados
presentes, que foram avaliados por contagem em 20 campos
microscopicos em camara Sedgwick-Rafter. Os autores estimaram,
ainda, o volume celular relativo. Os resultados foram analisados
separando-se o0s hospedeiros segundo 0s seguintes grupos de dieta:
pastagem ou feno, forragem com moderada suplementacdo de grédos e
concentrado + silagem. Assinalaram maior namero de ciliados (210,1 X
10%g) e de volume celular no grupo que recebeu suplementacdo de
grdos e o menor (27,1 x 10%*g), bem como o menor volume celular, no
grupo alimentado apenas com forragem. Populagcdes de ciliados
caracterizadas como do tipo B (caracterizada pela presenca de
Epidinium sp., E. maggii, e Eudiplodinium bovis) foram detectadas em
30 bisBes; 38 apresentaram populacdbes mistas A/B (presenca de

Polyplastron sp. coexistindo com baixo numero de E. maggii ou de
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Epidinium sp., ou ambos); 12 com populacdo do tipo A e um bisdo com
populacdo do tipo O, caracterizada pela presenca de Entodinium spp.
e/ou holotriquios. Ophryoscolex sp. foi detectada apenas em oito
bisdes, Microcetus lappus em cinco e C. ventriculi em 18 animais. Os
autores ressaltaram que pelo menos 29 bisbes com Polyplastron spp.
haviam tido contato com gado enquanto todos os bisdes isolados deste
contato apresentaram populacbes do tipo B.

TOWNE et al. (1990) acompanharam as flutuacdes de ciliados
do rimen em 40 novilhas Hereford-Angus concluindo que a mudanca
rdpida (3 dias) ou lenta (12 dias), para um dieta com 85% de
concentrado, com ou sem monensina (30 ppm), ndo ocasiou diferenca
significativa entre os tratamentos quanto a concentracdo total de
protozoarios, pH ruminal ou a concentracdo de &acido latico. A
concentracdo do numero total de ciliados declinou até o 56 dia apos o
gual aumentou, estabilizando-se. Algumas novilhas apresentaram-se
defaunadas ao longo dos experimentos, reinfectando-se exdgena ou
endogenamente. Os autores assinalaram que ap6s o 28 dia apenas
organismos dos géneros Entodinium, Isotricha e Polyplastron foram

registrados contrastando com observacdes iniciais nas quais 11 géneros

de ciliados foram notados. Os autores ressaltaram diferenca em relacéo
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a outros autores que observaram a reducdo drastica do numero total
de ciliados ou sua eliminacdo a introducdo de dieta rica em graos.
ANKRAH et al. (1990) utilizando recipientes de nylon e aco
inoxidavel com poros de 10 e 20 mm, investigaram as variacbes da
concentracdo de Ophryoscolecidae e de Isotrichidae no rumen de
novilho. Observaram que a concentracdo de isotriquideos no ramen
aumentou 8.7 vezes em 40 minutos e decresceu 88% em quatro horas,
porém nos recipientes 0 numeros destes organismos manteve-se
constante, o que os levou atribuir a migracdo e ao escape as variacdes
constatadas. Quanto a concentragdo de Ophryoscolecidae, o0s autores
assinalaram concentracdes semelhantes tanto no rumen quanto nos
recipientes, com decréscimo de 50% logo apdés a alimentacdo do
hospedeiro, atribuido a diluicdo pelo alimento e agua, pequena taxa de
passagem, mas sobretudo pela lise que estes ciliados sofrem no ruamen.
O efeito da lise, estimado em 50% do total da reducado, teria como
principal consequéncia a perda de proteina e energia que poderia ser
aproveitada pelo hospedeiro.
NAGARAJA et al. (1992) compararam valores do pH, produtos
da fermentacdo ruminal e numero de bactérias em novilhos faunados e
defaunados, alimentados com dieta com alto teor de grdos (85% de

concentrado + silagem de alfafa). Foi observado que o numero total de
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ciliados nos novilhos faunados, 4,3 x 105/g, nao foi afetado pelo tempo
da amostragem em relacdo a alimentacdo, exceto para Isotricha e
Dasytricha que aumentaram significativamente uma hora apos.
Registraram ainda a presenca de organismos do género Charonina,
aléem dos entodiniomorfos, Entodinium spp. (73,4%), Diplodinium
dentatum (1,3%), Epidinium caudatum (6,7%), Ophryoscolex purkenei
(4,6%) e Polyplastron multivesiculatum (0,3%). Os autores verificaram
valores de pH menores nos novilhos defaunados (pH 5,97) em relacéo
aos faunados (pH 6,45); lactato ruminal e concentracdo de amoénia
foram semelhantes; contagem total de bactérias anaerobicas foi quatro
vezes maior nos defaunados; apesar de n&o significativo, nos faunados
a contagem de produtores de acido latico foi maior e de fermentadores
de &cido latico foi menor que nos defaunados. Concluiram que os
ciliados em bovinos mantidos com dietas ricas em gréos aparentemente
moderam a taxa de fermentacdo, conforme indicam seus valores de pH
mais elevados e menor concentragdo de acido graxos volateis (AGV).
Apesar dos protozoarios sequestrarem amido, a moderacdo da taxa de
fermentacdo ruminal deve-se a reducdo do numero de bactérias e
possivelmente a reducdo de sua atividade. Deste modo, quando dietas
ricas em grados sdo ingeridas, 0s protozoarios exercem um efeito

tampdo, através da diminuicdo da taxa de fermentagcdo do amido assim,
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desempenham papel benéfico no ecossistema ruminal. A variacdo no
pH entre faunados e defaunados foi relacionada ao total de AGV e nao

concentracdo de lactato, e o aumento de AGV nos defaunados

refletiu o aumento do nimero e atividade das bactérias.

3.5. Levantamento de ciliados do rumen de animais domesticados e

silvestres

DAS-GUPTA (1935) investigou 0s protozoarios ocorrentes no
ramen de 12 caprinos em abatedouros de Tangra, Calcutd, assinalando
espécies de ciliados dos géneros Isotricha, Dasytricha, Entodinium,
Diplodinium, Eremoplastron, Epidinium e Ophryoscolex.

LUBINSKY (1958a) apresentou redescricdo de 10 espécies de
Entodimum observadas no conteddo ruminal de 14 renas da regido
artica do Canadad, e a compilacdo de chave dicotdbmica para
identificacdo das espécies deste género no hospedeiro citado (ver
sistematica, orientacdo do corpo e subfamilias).

LUBINSKY (1958b) apresentou redescricdo de nove espécie de
organismos da subfamilia Diplodiinae observadas no conteddo ruminal

de 14 renas da regido artica do Canada e chave dicotdbmica para sua

identificacao.
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LUBINSKY (1964) destacou a baixa especificidade de ciliados
da familia Ophryoscolecidae ao examinar o conteudo ruminal de um
Guanaco, procedente do Canada, constatando a presenca de espécies
tipicas de bovino e nenhuma peculiar a camelideos. Foram registrados
0Ss géneros Entodinium, Eudiplodinium e Elytroplastron e a auséncia de
isotriquideos.

CLARKE (1964) examinou conteudo ruminal de quatro vacas
fistuladas alimentadas com dieta de silagem e de trevo vermelho
fresco, registrando a presenca de organismos dos géneros Entodinium,
Diplodinium, Eodinium, Eremoplastron, Eudiplodinium, Metadinium,
Ostracodinium, Epidinium, Isotricha, Dasytricha, Buetschlia e Charon.
O autor destacou que poucos estudos sobre estes ciliados foram
realizados com bovinos da Nova Zelandia. Dentre os dados
apresentados, foram ressaltados o0s elevados percentuais de Charon
(12,8%) e de Buetchlia (3,4%) em animais alimentados,
respectivamente, com silagem de capim e com trevo fresco. As maiores
populacbes foram as de organismos dos g¢éneros Entodinium (8,0 a
33,6%), Eremoplastron (21,4 a 32,4%) e Epidinium (3,4 a 25,4%);
Isotricha variou de 1,6 a 7,6% e Dasytricha de 55 a 23,2%,

dependendo do animal e da dieta.
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ABOU AKKADA et al. (1969) examinaram o contetdo ruminal
de 70 vacas holandesas em lactacdo alimentadas com cinco tipos de
racdo, detectando espécies de ciliados de nove géneros da familia
Ophryoscolecidae  (Entodinium, Eodinium, Diplodinium, Metadinium,
Eudiplodinium, Polyplastron, Ostracodinium, Epidinium e
Ophryoscolex) e de dois da familia Isotrichidae (Isotricha e Dasytricha).
Os dados, apresentados por percentual de ocorréncia de cada espécie,
demonstraram que Entodinium esteve presente em todas as amostras;
Isotricha foi mais freqliente em vacas cuja racdo continha extrato de
hemicelulose. Os autores discutiram ainda as relagcdes e antagonismo
entre os ciliados, confirmando o antagonismo entre Polyplatron
multivesiculatum e Epidinium caudatum e entre P. multivesiculatum e
Metadinium medium e assinalando associacdo entre Ophryoscolex
caudatus com P. multivesiculatum ou Epidinium tricaudatum ou ambos.
DEHORITY (1970) registrou a ocorréncia de Buetschlia parva
no ramen de ovinos. Em observacbes preliminares sugeriu que este
ciliado tem ciclo diurno semelhante ao de lIsotricha e Dasytricha.
DEHORITY (1974) realizou levantamento do numero total,
distribuicdo genérica e do percentual por espécies de ciliados do
ramen de Alces americana, Ovibos moschatus e de Ovis dalli no

Alaska. Relatou semelhanca entre o numero total de ciliados em
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contraste com a nitida diferenca na distribuicdo genérica entre as trés
espécies hospedeiras, nas quais apenas o0 género Entodmium foi
detectado em todas. Os outros géneros observados foram Diplodinium,
Eudiplodinium, Ostracodinium, Dasytricha, Buetschlia e Ophryoscolex.
O autor descreveu quatro novas espécies.

VAN HOVEN (1975) examinou o conteudo ruminal de 16
TSESSEBE (Damaliscus lunatus lunatus Burchell, 1823) na Africa do Sul,
identificando 18 espécies de Ophryoscolecidae, sendo trés descritas na
ocasido. Os géneros assinalados foram o0s seguintes: Entodinium,
Diplodinium, Eremoplastron, Ostracodinium, Enoploplastron,
Epidinium e Opisthotrichum. O autor destacou variacbes na ocorréncia
em relacdo a época do ano, uma vez que quatro animais foram
abatidos a cada intervalo de trés meses.

BONHOMME-FLORENTIN et al. (1978) realizam estudo das
espécies de ciliados do ruamen de Bos indicus analizando-se
guantitativamente em relagcdo as estacdes seca e chuvosa. Constataram
maior ndmero total de ciliados na estacdo Umida, 1,2 x 10°ml, em
relacdo & estacdo seca, 59 x 10%ml. Durante a estacdo seca as
populacbes de Entodiinae representaram cerca de 89% do total, as de
Diplodiinae 5,7%, holotriquios 4,2% e a de Epidinium sp. inexpressiva.

Na estacdo umida, Entodiinae variou entre 75 a 85% ou 35 a 55%
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dependendo da flutuacdo de Diplosiinae entre 3 a 15% ou 30 a 40%,
respectivamente. Holotriquios representaram 7% e Epidinium sp. 6%.

DEHORITY et al. (1983) detectaram em bovinos, Bos taurus,
provenientes de duas areas do Tennessee, ciliados da espécie
Oligoisotricha bubali, assinalada anteriormente apenas duas vezes e em
bufalos. Os autores destacaram que, contrastando com outros
organismos holotriquios, o numero total e o0 percentual de
concentracdao aumentaram quando o0s hospedeiros eram alimentados
com dieta de silagem de milho e concentrado.

DEHORITY (1985) com amostras de conteddo ruminal de 13
bois almiscarados (Ovilbos moschatus L.) constatou variagdo no numero
total de ciliados entre 38,5 x 10* a 124,6 x 10%ml, e o seguinte
percentual meédio de distribuicAo genérica: Entodinium, 52,4%,
Diplodinium, 45,9% e Epidinium, 1,7%. O autor seguiu a classificacéo
proposta por NOIROT-TIMOTHEE (1960) e os subgéneros englobados
em Diplodinium foram Diplodinium, Ostracodinium, Eudiplodinium e
Enoploplastron.

IMAI (1985) realizou levantamento de ciliados do rumen em
oito bovinos em Bali (Bos javanicus javanicus) e 17 bdudfalos (Bubalus
bubalis) com amostras obtidas em matadouros na Indonésia,

assinalando, respectivamente, 15 géneros de ciliados, incluindo 45
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espécies e 15 formas e 11 géneros, 37 espécies e 12 formas, das quais
30 espécies foram comuns as duas espécies de hospedeiros. Quanto a
concentracdo média de ciliados por mililitro de conteddo ruminal,
registrou 7,8 x 10% nos bovinos e 1,5 x 10% nos bdfalos. Comparando as
populagcdbes de ciliados observadas com as de outros animais
domesticados de areas vizinhas, assinalou forte indicacdo de
distribuicdo geografica, com algumas espécies ocorrendo apenas no
sudeste da Asia.

DEHORITY (1987) assinalou a presenca de ciliados da familia
Ophryoscolecidae em amostras de fezes recém-expelidas de duas
capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) alojadas em zool6gico em
Columbus, Ohio. As espécies foram identificadas como representantes
dos géneros Entodinium, Eudiplodinium e Elytroplastron. O autor
destacou ser o0 primeiro registro destes organismos no intestino de
herbivoros ndo ruminantes.

IMAI (1988) investigou a composicdo de ciliados ruminais de
gado zebu, Bos indicus, em duas regibes do Kenya, examinando
amostras obtidas em matadouro de um total de 27 animais, detectando
13 géneros, sendo um descrito como novo, contendo 51 espécies,
quatro assinaladas como novas. Ao analisar a composicdo percentual de

cada género detectado, o autor destacou contrastes em relacdo a
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trabalhos anteriores. Desta forma, o género Entodinium que em geral
predominante, apresentou valores baixos (14,6 e 14,1%) em contraste
com alguns da subfamilia Diplodiinae como Eudiplodinium (24,2 e
21,8%), Ostracodinium (15,8 e 15,5%) e Diplodinium (13,1 e 11,9%).

IMAI et al. (1989) levantaram as populacdes de ciliados
ruminais em 11 bovinos holandeses e seis ovinos na regido ocidental
do Canad4, obtendo resultados semelhantes aos encontrados no Japéao
para estes hospedeiros. Nos bovinos foram registradas 28 espécies de
ciliados e nimero médio total por mililitro de 6,9 x 10* e nos ovinos
17 espécies e 1,9 x 10° sendo todas as populacdes caracterizadas
como do tipo A (com Polyplasiron sp., Diploplastron sp. e
Ophryoscolex sp., dentre outros). Nos bovinos foram observados os
género Dasytricha, Isotricha, Charonina, Entodinium, Diplodinium,
Eodinium, Eremoplastron, Polyplastron, Diploplastron, Ostracodinium,
Enoploplastron e Ophryoscolex. Nos ovinos ndo foram assinalados os
géneros Charonina, Diplodinium, Eodinium, Eremoplatron e
Ostracodinium.

TOWN & NAGARAJA (1989) ap6s registrarem a ocorréncia do
ciliado Microcetus lappus, realizaram experimentos com bisfes e
bovinos para estudar a flutuacdo diurna de sua populagcdo. Observaram

que a concentragdo varia intensamente com o hospedeiro, podendo
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exceder 50% em alguns bovinos, e em média 2% nos bisdes.
Verificaram ainda, que apesar de ser um holotriquio, o ciclo diurno de
M. lappus difere do de outros do grupo, decrescendo bruscamente
apés a alimentacdo e voltando a aumentar gradualmente. As mais altas
concentracdes foram observadas no reticulo e as mais baixas no saco
dorsal. Os autores apresentaram percentuais de ocorréncia de ciliados
dos géneros Isotricha, Dasytricha, Charonina, Microcetus, Entodinium,
Diplodinium, Eudiplodinium, Metadinium, Ostracodinium,
Polyplastron, Epidinium e Ophryoscolex, num total ciliados de 352,9 x
10%/g, e sob diferentes tipos de dietas. O género Entodinium
apresentou maior intensidade média com percentual de 62,7%.

TOWNE & NAGARAJA (1990) realizaram estudo comparativo
entre ciliados encontrados no omaso e no ruamen em 54 hospedeiros
bovinos, 15 bisdes e 40 ovinos. Constataram no omaso a presenca dos
mesmos ciliados observados no ramen do hospedeiro correspondente,
e que apesar da concentragcdo cerca de 80% menor no omaso em
relacdo a do rumen, aquele abriga elevado nuamero de ciliados de
dificil remocado, especialmente nos bovinos, e que aparentemente sao

responsaveis pela reinoculacdo de rumens defaunados.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

Os trabalhos foram desenvolvidos no Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Leite (CNPGL)/EMBRAPA, situado no Municipio
de Coronel Pacheco, MG, na Universidade Federal de Juiz de Fora, na
Universidade Federal do Rio de Janeiro e na Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro.

4.2. Animais

Foram utilizadas trés vacas mesticas holando-zebu (Gir) (A1,

A2 e A3), em lactacao, fistuladas, com idade de seis anos e peso entre
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470 e 500 kg, mantidas no CNPGL. Os animais de numeros 1 e 3
apresentavam grau sanguineo de 3/4 HPB - 1/4 Z e o de numero 2,

11/16 HPB - 5/16Z.

4.3. Dietas

Antes de se iniciar os trabalhos os animais foram alimentados
com silagem de milho, capim e concentrado protéico, fornecida duas
vezes ao dia. Em preparacdo para o experimento, receberam durante
uma semana, pela manhd, 36 Kg de silagem de milho + 2 Kg de farelo
de algoddo (Dieta O = DO). Agua ingerida ad libitium.

As dietas (D1, D2, D3), constituidas a base de racdo e silagem
de milho, foram estabelecidas de acordo com a propor¢cdo entre esses

elementos, e com a seguinte relagdo entre a massa seca (ms) da silagem

e da racao:

Composicdao da Racéao
57% de fuba de milho
40% de farelo de soja
02% de calcéareo

01% de sais minerais
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Dieta 1 (D1)
30,0 Kg de silagem de milho 80% ms
2,5 Kg de racéo 20% ms

Dieta 2 (D2)
25,25 Kg de silagem de milho 70% ms
3,75 Kg de racéao 30% ms

Dieta 3 (D3)
22,5 Kg de silagem de milho 60% ms
5,0 Kg de ragéo 40% ms

4.4. Experimento

O experimento constou de trés fases (F1, F2, F3), com
duracdo de uma semana cada, precedidas por periodos de adaptacao
de duas semanas, nos quais as dietas a serem testadas (D1, D2, D3)
foram introduzidas. Em F1 cada animal recebeu uma das trés dietas,
sendo que nas fases subseqiientes os animais foram permutados entre

as dietas, de tal maneira que todos recebessem as trés dietas.
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O guadro abaixo representa o esquema do experimento, no
qual estdo relacionados os ndmeros dos animais as dietas que

receberam em cada fase.

Dietas
Fases
1 2 3
1 1 2 3
2 2 3 1
3 3 1 ?

O delineamento experimental utilizade foi o quadrado latino,
considerando tré&s tratamentos (variagdes na dieta) e trés animais com
repetigdes no tempo (fases).

Para a andlise estatistica utilizou-se o SAS (Statistical Analysis
Sistem), calculando-se médias com desvios padrdo. Foram  feitas

andlises de varidncia seguidas do teste de Tukey a 5%.
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4.5. Obtencdo e exame das amostras

Foram obtidas 270 amostras de conteddo ruminal através de
fistulas ruminais, no periodo compreendido entre novembro de 1991 a
janeiro de 1992. Todas as amostras foram recolhidas pela manh&, antes
de serem fornecidas as dietas. Em cada fase do experimento foram
obtidas, em duas coletas, 30 amostras de conteddo ruminal por
hospedeiro. Outras trés amostras de conteddo ruminal, uma de cada
animal, foram recolhidas enquanto estes recebiam DO, como base de
comparacdo do efeito da dieta sobre os ciliados.

As amostras consistiram de 20 ml de liguido ruminal obtido
por aspiracdo, ao qual foi adicionado volume aproximado de 20 cm 3 de
conteudo ruminal, recolhido do centro da massa ruminal. Estas
amostras foram mantidas em recipientes individualizados,
homogenizadas, fixadas na propor¢do 1 : 1 em formalina a 18,5%
(DEHORITY, 1974) e conservadas em frascos vedados com as
especificacdes. Logo apos a obtencdo das amostras, verificou-se o pH
de cinco amostras de cada animal, escolhidas aleatoriamente.

Avaliagbes qualitativas e quantitativas dos ciliados ruminais
foram realizadas no laboratério do Departamento de Zoologia da

Universidade Federal de Juiz de Fora, segundo técnica proposta por
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DEHORITY (1984) modificada, na qual o corante verde brilhante foi
substituido por trés gotas de solucdo de Lugol, por pelo menos 15
minutos antes da contagem de cada amostra. Os resultados das
contagens foram expressos em numero de ciliados por mililitro de
contetudo ruminal.
As contagens foram precedidas por observacdes dos ciliados
presentes por meio de preparacdes provisérias em lamina e laminula,
coradas com solucdo de Lugol e com verde de metila, para

possibilitar identificacdo mais segura na camara de contagem.

4.6. Morfologia dos cillados

Para estudos morfologicos de ciliados de rdamen em
microscopia fotbnica, empregaram-se técnicas classicas de ciliatologia
utilizando-se as amostras fixadas e conservadas em formalina a 18,5%.
Foram feitas preparacfes permanentes, segundo as seguintes técnicas,
com algumas modificacbes devido as especificidades dos ciliados
estudados: técnica de Bodian (protargol) segundo as variantes de

TUFFRAU (1964, 1967) e reacdo nuclear de FEULGEN (1926).
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Os ciliados foram observados também, em montagens
provisérias em glicerina a 30%, corados com solugcdo de Lugol, para
evidenciacdo das placas esqueléticas de alguns organismos da
subfamilia Diplodiinae.

Os trabalhos relacionados aos estudos morfolégicos e de
preparacao de Ilaminas permanentes com o0s ciliados foram
desenvolvidos no Setor de Microscopia Eletronica do Instituto de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

As observagbes dos ciliados, o exame das preparacdes
permanentes e as micrografias foram feitas ao microscopio fotdnico
ZEISS-Germany com aumentos de 400 a 1000x, do Curso de Pés-
Graduacdo em Parasitologia Veterinaria do Departamento de
Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

A identificacdo dos ciliados baseou-se nos seguintes autores: DOGIEL
(1927), KOFOID & CHRISTENSON (1934), KOFOID & MacLENNAN
(1930, 1932, 1933), LATTEUR (1966, 1968, 1969), DEHORITY (1979),
OGIMOTO & IMAI (1981). Para a identificacdo dos géneros de
Diplodiinae adotou-se a proposta de KOFOID & MacLENNAN (1932),
também seguida por OGIMOTO & IMAI (1981). A terminologia e o
posicionamento dos ciliados foram empregados de acordo com o

proposto por LUBINSKY (1957c).
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4.7. Técnica de contagem dos ciliados do rumen

A técnica utitizada para fixacdo e contagem dos ciliados
seguiu o preconizado por DEHORITY (1984), substituindo-se o corante
verde brilhante por solugcdo de Lugol.

A partir de 20 ml de liquido ruminal e volume aproximado de
20 cm 3 de conteddo ruminal, homogeneizados, obtinham-se as
amostras das quais 20 ml foram fixadas em igual volume de formalina a
18,5%. Estas amostras foram identificadas e conservadas em frascos
vedados. Para se proceder as contagens, uma aliquota de 1,0 ml da
amostra formalizada foi pipetada com pipeta de 1,0 ml de orificio largo
(Bellco Glass Inc. No. 1231-01001) transferida para tubo de ensaio, a
qual se acrescentava 9,0 ml de solucdo de glicerol a 30% e trés gotas
de solucdo de Lugol, por no minimo 15 minutos antes do inicio da
contagem. ApoOs este tempo e utilizando a pipeta de orificio largo,
preenchia-se a camara de contagem, Sedgewick-Rafter, com 1 ml da
amostra diluida.

Com a grade de contagem em uma das lentes oculares do
microscopio, foram contados diferencialmente os ciliados observados
em 50 campos e depois, com rotacdo de 180° da camara de contagem,

em outros 50 campos. Calculou-se o numero de ciliados por mililitro
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de conteddo ruminal com os valores da média das duas contagens,

considerando-se a superficie da camara avaliada e a diluicéo.

4.8. Técnicas de preparacdo de laminas permanentes para

microscopia fotbnica

A triagem dos ciliados foi feita em saleiras, com o auxilio de
micropipetas munidas de peras para aspiracdo, a partir de amostras de
conteido ruminal fixadas e conservadas em formalina a 18,5% (v/v),
sob microscopio estereoscépio da American Optical, mod. 570, com
aumentos entre 20 e 40 x. As amostras foram filtradas em gaze para
eliminacdo dos fragmentos vegetais maiores e lavadas sucessivamente
com &agua destilada para eliminacdo dos residuos de conteddo ruminal
e para concentracdo dos ciliados. Para otimizar a concentragcdo dos

ciliados, algumas amostras foram centrifugadas em &gua destilada.



100

4.8.1. Técnica de Bodian (1936, 1937), protargol, segundo

as variantes de Tuffrau (1964, 1967)

O principio desta técnica consiste na utilizagdo de sais de
prata, no caso o0 proteinato de prata, como agente impregnante e
posterior revelacdo em hidroquinona.

A cada gota de agua contendo ciliados foi adicionada
guantidade cinco vezes maior de Bouin Hollande como pés-fixador, o
gue facilitava a visualizacdo e, consequentemente, a triagem dos
ciliados. O material foi lavado em agua destilada até a eliminacdo dos
residuos do Bouin e de vestigios de conteudo ruminal. A seguir,
separavam-se o0s ciliados, agrupando-os segundo o grupo e dimensdes
(e.g. isotriquideos, grandes entodiniomorfos, pequenos
entodiniomorfos) em diversas saleiras, para clarificacdo em agua de
Javel, cuja concentracdo e tempo variaram de acordo com o grupo de
ciliados. A clarificagcdo foi interrompida pelo acréscimo de &agua
destilada a saleira, em substituicdo a &agua de Javel, e mais uma
lavagem em agua destitada. Gotas de ciliados lavados foram
transferidas para laminas desengorduradas e friccionadas as quais se
adicionava uma microgota de albumina glicerinada preparada segundo

FOISSNER (1991). Ap6s a homogenizacdo da preparacdo, o excesso de
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agua e de albumina glicerinada foi retirado com micropipeta e a
secagem do material se deu a temperatura ambiente em um ou dois
dias. As laminas foram entdo mergulhadas em alcool a 95°, hidratadas
em série alcodlica decrescente (80°, 70°, 50° 30°) e banhadas por duas
vezes em Aagua destilada. Procedeu-se entdo a impregnacdo do material
no proteinato de prata a 1%, por tempo variavel de acordo com o
material. O tempo de impregnacdo no proteinato de prata, variou de
24 horas, para isotriquideos e pequenos entodiniomorfos, a duas e trés
horas, para o0s (grandes entodiniomorfos. Todas as impregna¢gdes foram
realizadas a temperatura ambiente. A seguir as laminas passaram por
dois banhos em &gua destilada e foram mergulhadas em hidroquinona
por um a trés minutos para a revelagdo. Esta etapa foi acompanhada a
cada minuto e ao atingir o ponto desejado a revelacdo foi interrompida
pela imersdo da lamina em agua destilada e lavagem em dois outros
banhos. As laminas foram ainda banhadas em tiossulfato de so6dio a 5%,
por 5 a 10 minutos, que age como fixador, em fotografia, e
clarificador, aumentando o tempo de conservacdo das preparacdes. A
desidratacdo foi feita em série alcodlica crescente (30°, 50°, 70°, 80°,
96°, 100°, 100°) e duas passagem em xilol, antes da montagem

permanente em balsamo do Canada.
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4.8.2. Reacdo nuclear de Feulgen (1926)

Esta técnica objetiva a evidenciacdo das estruturas nucleares
uma vez que, apos uma hidrolise éacida, os componentes nucleares
coram-se de vermelho intenso por reacdo com a fuesina do preparado
de Schiff.

Os ciliados lavados, triados e concentrados foram aderidos as
laminas com albumina glicerinada, cuja secagem se deu em um ou dois
dias. Procedia-se entdo a hidrolise acida, Pela imersdo das laminas por
14 minutos em &cido cloridrico a 1 N a 60°C. A hidrélise era
interrompida mergulhando-se as laminas em agua destilada fria. Em
seguida, as preparacdes foram imergidas no preparado de Schiff por
trés horas. ApOs este tempo, as laminas foram mergulhadas em agua
destitada, seguindo-se trés banhos em 4&gua sulfurosa (bissulfito de
sodio a 10%), por dois minutos cada. Foram entdo lavadas em &agua
corrente por cinco minutos, banhadas em agua destilada por dois
minutos, seguindo-se da desidratacdo em série alcodlica e dois banhos

em xilol. A montagem das preparacbes permanentes foram feitas em

balsamo do Canada.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Influéncia da dieta sobre as populacbes dos ciliados

5.1.1. Resultados

Foram observados ciliados de familias Blepharocorythidae
(Charonina Strand, 1928), Isotrichidae (Isotricha Stein, 1859 e
Dasytricha Schuberg, 1888) e Ophryoscolecidae (Entodiinae:
Entodinium  Stein, 1859, Diplodiinae: Diplodinium Schuberg, 1888,
Eodinium Kofoid & MacLennan, 1932, Eremoplastron Kofoid &
MacLennan, 1932 além de Polyplastron Dogiel, 1927, Diploplastron
Kofoid & MacLennan, 1932 e Ostracodinium Dogiel, 1927 que foram

analisados em conjunto e estao referidos como P+D+O.
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Ciliados dos géneros citados foram observados nos trés
bovinos examinados, em todas as dietas e fases do experimento, a
excecdo de Dasytricha, sO registrados em Al, e de Eremoplastron,
presentes apenas em Al e A2.

A tabela 1 apresenta a distribuicdo dos ciliados por familias e
por subfamilias de Ophryoscolecidae. Com relacdo ao total de ciliados
registrados, 95,54% foram organismos da familia Ophryoscolecidae,
cabendo a Blepharocorytidae e Isotrichidae, respectivamente, 2,78 e
1,68%.

Na tabela 2 estdo apresentados os grupos de ciliados e
respectivos valores médios e totais, valor minimo e maximo
observados, desvios padrao e percentuais em relagdo ao total de
protistas estimados por dieta. Todos os dados apresentados
representam valores médios da contagem de ciliados em 90 amostras
por dieta, sendo 30 de cada animal e/ou fase do experimento,
expressando o numero de ciliados por mililitro de conteddo ruminal.

O valor médio dos protistas e de cada grupo identificado
analisados segundo a dieta, revelou maior concentracdo de ciliados em
D2 com 37,38% do total, seguida por D3 corn 32,76% e D1 com
29,86%, constatando-se variacdo significativa entre as trés dietas

(Tabela 3). Os valores mais elevados da maioria dos grupos de ciliados
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bovinos

(/m! de conteddo ruminal) e respectivos percentuais, por

famflias dos organismos observados e

Ophryoscolecidae

subfamilias de

Ciliados
Subtotais Totais
n? (%) n2 (%)
Familias Subfamilias
Blepharocorythidae 23.520,00
(2,78)
Isotrichidae 14.235,56
(1,68)
Ophryoscolecidae 808.368,88
(95,540
Entodiinae 706.693,33
(87,42)
Diplodiinae 101.675,55
(12,58)
Totais B46.124,44

(100}




TABELA 2. Valores minimos, méximos, médios, percentuais e desvios padrdo de cada género de ciliados

do rimen de trés bovinos (/ml de contelddo ruminal), por dieta

Dieta*
Ciliados N —_
1 2 3
Minimo  Maximo Média D. padrio Minimo Maximo Média D.padric  Minimo Maximo tadia 0. padraa

Entodinium (8} 20 83200 430400 2155117 7057807 102400 416000 26424445 6711041 R&6.000 497600 226937786 10953314
%) 845,30 8155 8,187

Isotricha (i) %0 0 19.200 108444 365766 Q 20.800 51111 3.901,30 0 19.200 491111 4.430,95
%) 122 1.62 177

Castricha (n2) S0 0 1.600 53,33 287,61 0 3.200 195,56 612,57 0 5.000 880,00 1.670,00
(%) 0.02 0,06 0,32

Ciplodinium  (n€) S0 0 23.800 7.555,56 6.148,96 0 61600 1552000 16.145,43 0 57.600 1203556 1544574
% 2,99 497 434

P+D+0O**  (n® 90 0 44800 8596222 683603 ] 28.800 8.102,22 593613 0 25600 66317 M 530222
%) 3.55 2,56 239

Erermoplastron (nR} %0 0 33600 513778 7.733,02 0 £1.200 8.671,11 1115555 0 73600 13.648582 1733725
(%} 2.0 2,74 4,92

Eodhmium (n%) 20 0 30400 438667 366239 0 20.800 5.044,44 4.244,64 0 20.8%Q 5.960,00 4.890,35
6 1.74 1,68 215

Charonina (=} S0 a 46.400 7.955,56 8.389,29 Q 16.800 9.377.78 &.41532 0 17600 6186 67 3.832,34
) 3,15 297 2,23

Totais 252 666,67 316.266 67 2771911

* D1, D2 & D3 correspondem, respectivamente, a 20, 30 e 40% de proteina na dieta.
** Pofyplastron + Diploplastron + Ostracodinium.

Q0L
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TABELA 3. Valares médios, totais e percentuais por géneros de ciliados

do rdmen de trés bovinos, em cada dieta

Ciliado Dieta* Totais
1 2 3
Entodinium  (n9) 215.511,11*  264.244,44°  226.937,78°  706.693.33
%) 85,29 83,55 81,87 83,52
Isotricha (n2) 3.084,44" 5111,11° 4911,11"  13.106,66
(%) 1,22 1,62 1,60 1,55
Dasytricha (09 53,33 195,56 880,00" 1.128,89
(%) 0,02 0,06 0,32 0,13
Diplodinium — (n9) 7.555,56°  15.520,00°  12.03556° 3511112
(%) 2,99 4,91 0,73 415
P+D-+O** (09 8.932,22 8.102,22° 6.631,11"  23.715,55
(%) 3,56 2,56 2,39 2,80
Fremopfastron (n9) 5.137,78° 8.671,11" 13.648,80°  27.457,78
(%) 2,03 2,74 4,92 3,25
Fodinium in2) 4.386,67* 5.044,44* 5.960,00°  15.391,11
{9%) 1,74 1,60 2,15 1,82
Charonina  (n9) 7.955,56° 9.377,78° 6.186,67°  23.520,01
(%) 3,15 2,97 2,23 2,78
Totais (n2) 252.666,67°  316.266,66°  277.191,12°  B846.124,45
(%) 29,86 37,38 32,76

Médias nas mesmas linhas seguidas por letras desiguais diferem a um
nfvel de significancia de 5%.
* D1, D2 e D3 correspondem, respectivamente, a 20, 30 e 40% de pro-
tefna: ** Polyplastron + Piploplastron + Ostracodinium.
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foram observados em D2, com excessao de Dasytricha e de
fremoplastron, significativamente maiores em D3. Ressalta-se que
organismos do género Dasytricha foram analisados apenas em Al e
desta forma, os dados apresentados nas trés dietas relacionam-se
exclusivamente a este animal. A preponderdncia de organismos do
género Entodinium nas trés dietas foi o principal fator que influiu na
relacdo entre os valores totais. A variagdo das dietas resuftou em
diferenga significativa para as populagdes de Diplodinium e de
Fremoplastron nas trés situagdes testadas, diferindo ainda, entre D1 e
D2 em relagdo a D3 para Dasytricha, P+D+0O, [odinium e Charonina;
entre D2 e D3 em relagio & D1 para fsolricha e enlre D1 e D3 em
relagdo & D2 para Fntodinium (Tabela 3).

Na tabela 4 estao apresentados os dados referentes ao total
de ciliados registrados por dieta, e em cada dieta por animal, e os
respectivos percentuais. Ao se analisar o efeito das dietas em cada
animal, nota-se que A2 apresentou a maior concentragao absoluta ou
refativa de ciliados em D3, com 55,27% em relagao a A1 e A3, e que
os maiores valores absolutos de A1 e A3 foram em D2. A2 apresentou

sempre as maiores cancentragdes de ciliados em relagdo aos outros

animais, indcpendente da dicta.
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ramen de trés bovi-
nos de acordo com o hospedeiro e a dieta e respectivos

percentuais em relagdo ao total de ciliados por dieta

Animal Dieta* Totais
1 2 3
Al {n% 186.226,67 331.173,33 251.226,67 768.826,67
(%) 24,57 34,90 30,24 30,29
A2 (n9) 340.760,00 370.000,00 459.586,67 1.170.346,67
(%) 44,96 39,00 55,27 46,11
A3 (09 231.013,33 247.626,67 120.560,00 599.200,00
{%) 30,48 26,10 14,50 23,61
Totais (n9) 758.000,00 9548.800,00 831.573,34 2.538.373,34
(%) 29,86 37,38 32,76

* D1, D2 e D3 correspondem, respectivamente, a 20, 30 e 40% de pro-

tefna.
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Na tabela 5 estao apresentados os dados referentes ao total

de ciliados registrados por dieta e em cada dieta por (ase do experi-

mento e os respectivos percentuais. Ao se analisar os tatais em cada fa-

se, notou-se tendéncia crescente da concentra¢do de ciliados ao longo

do experimento com 26,66% em F1, 33,09% em F2 e 40,25% em F3.

TABELA 5. Valores médios e totais de ciliados do rdmen de trés bovi-

nos por fasc ¢ dicta, com respectivos percentuais om

relagdo ao total de ciliados por animal

Fase Dieta* Tatais
1 2 3

F1 (n® 186.236,67 370.000,00 120.560,00 676.786,67
(%) 24,57 39,00 14,50 26,66

2 (9 340.760,00 247.626,67 251.426,67 539.813,34
(%) 44,96 26,10 3024 33,09

3 (n9 231.013,33 331.173,33 459.586,67  1.021.773,33
(%) 30,48 34,90 55,27 40,25

Totais (n9) 758.000,00 948.800,00 831.573,34  2.53B.373,34
(%) 29,86 37,38 32,76

* D1, D2 e D3 correspondem, respectivamente, a 20, 30 e 40% de pro-

tefna.



5.1.2. Discussao

As variacbes nas dietas testadas, com modificacdo na
proporcdo entre silagem de milho e racdo basal, correspondem
basicamente ao fornecimento de diferentes percentu ais de proteina aos
animais. Desse modo, D1, D2 e D3 constituiram-se respectivamente,
aproximadamente de 20, 30 e 40% de proteina.

A influéncia do tipo e da quantidade de alimento fornecido
aos hospedeiros sobre as populagdes de ciliados ruminais foi tema de
diversos estudos (HUNGATE, 1966; PURSER & MOIR, 1966; POTTER &
DEHORITY, 1973; CHRISTIANSSEN et al., 1964; WILLIAMS, 1986;
COLEMAN, 1980; FFOULKES & LENG, 1988).

Qualquer dieta, por mais pobre que seja, contém proteina,
mas o0 seu efeito dependerd da sua proporcdo na racdo basal
(WILLIAMS & COLEMAN, 1991), havendo divergéncia entre o0s autores
quanto a influéncia da proteina adicional sobre estes protistas.

Dentre os diversos fatores que determinam o papel dos
ciliados do ruamen para o hospedeiro relaciona-se a disponibilidade de
proteina da dieta, e os ciliados exerceriam efeito prejudicial aos
hospedeiros em dietas com baixo teor protéico (BIRD & LENG, 1978).

Desta forma, em ovinos mantidos com dieta com baixo teor protéico
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estes autores observaram maior eficiéncia na utilizacdo da dieta nos
hospedeiros defaunados, com significativo aumento no crescimento de
l& e possivelmente na producdo de leite e ganhos de peso. Esta
situacdo, somada aos resultados de FFOULKES & LENG (1988), com
bovinos, € explicada pela reciclagem dos ciliados no proprio ruamen.
Estes autores constataram que a maior perda é devido a lise dos
ciliados no ramen, ao invés da passagem ao longo do trato digestivo.
Ocorre, entdo, grande decréscimo na quantidade de proteina que
poderia escapar da fermentacdo do ruamen para o duodeno e ser
utilizada pelo hospedeiro. Estes resutlados foram corroborados por
ANKRAH et al. (1990).

Ja a suplementacdo de proteina pode ser obtida em dietas
ricas em gréos, nas quais, segundo NAGARAJA et al. (1992), os ciliados
desempenhariam papel benéfico pela moderacdo da taxa de
fermentacdo do amido. Todavia, em regifes tropicais ndo é usual nem
economicamente viavel o fornecimento de grdos na dieta animal.

Com relacdo aos isotriguideos, PURSER & MOIR (1959) e
DEHORITY & PURSER (1970) assinalaram que a reducdo da quantidade
de alimento contribui para o aumento da concentracdo desses ciliados
no ramen, associado a maior concentragdo em relagdo ao menor

volume de massa alimentar; todavia ha aumento de suas populacbes
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guando o0s hospedeiros recebem dietas ricas em carboidratos
utilizaveis como constatado por ABOU AKKADA et al. (1969) em vacas
alimentadas com dieta acrescida de 10% de melado de cana, cujos
dados foram obtidos em experimento que utilizou 70 vacas em
lactacdo. Ja FFOULKS & LENG (1988) registraram aumento na
proporcao de isotriquideos em bovinos que ingeriam melaco ad libitum
no grupo que recebeu maior quantidade de palha de aveia.

Nas variacOes das dietas testadas notou-se maior valor
absoluto de isotriguideos em D3, sendo este mais elevado para
Isotricha em D2 e para Dasytricha em D3. Apesar dos valores totais de
Isotricha diferirem signiticativamente entre as trés dietas, o percentual
de organismos deste género em relacdo ao total de ciliados aferidos
por dieta €é bastante semelhante. De tal forma, ndo foi possivel
detectar qualquer influéncia da dieta sobre estas populacdes.

O nuamero de isotriquideos € influenciado ainda, pela hora de
obtencdo das amostras em relacdo ao momento da alimentacdo e o
niumero de vezes que esta é fornecida ao dia. PURSER (1961) e
WARNER (1962) observaram que a densidade populacional de
Dasytricha ruminantium diminui continuamente por 16 horas apds a
alimentacdo e entdo aumenta rapidamente até cinco vezes mais apds o

periodo de quatro horas. Em animais alimentados com trevo vermelho
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fresco (CLARKE, 1965) e com cana de acucar (VALDEZ et al., 1977)
notaram aumento de 3 a 4 vezes do numero de Dasytricha e de
Isotricha spp. duas horas apds a alimentacdo seguida do declineo nas
proximas 3-6 horas permanecendo constante até a préxima alimentacéo
(WILLIAMS, 1986).

Destaca-se que o0 numero médio total de isotriquideos
registrado (14.235,56), bem como o respectivo percentual (1,68%) em
relacdo aos outros grupos de ciliados foi bastante reduzido (Tabela 1).

Os maiores e menores valores médios por mililitro de
conteudo ruminal de organismos dos géneros Isotricha (5.111,11 e
3.084,44) e Dasytricha (880,00 e 53,33) observados no presente
trabalho e os respectivos percentuais de 1,60-1,22% e 0,332-0,02% em
relacdo ao total de ciliados por dieta, em hospedeiros alimentados uma
vez ao dia seriam, 0s menores a serem observados nestes hospedeiros
em funcdo da obtencdo das amostras ter ocorrido antes da alimentacéo.
Esta suposicdo, entretanto, ndo foi testada. Ha divergéncia quanto a
flutuacdo diurna de isotriquideos. Desta forma, MURPHY et al. (1985)
em concordancia com ABE et al. (1981) e discordando de DEHORITY &
MATTOS (1978) ndo observaram aumento do numero de isotriquideos
antes da alimentacdo de dois bovinos, mas pique entre uma e duas

horas apés. Ainda de acordo com MURPHY et al. (1985) as
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divergéncias de resultados poderiam ser relacionadas ao tipo da
forragem o que implicaria em piques diferentes de ruminacao.

Outros fatores que influenciam o nuamero de isotriquideos séo
restricobes no consumo de agua e de alimento, segundo DEHORITY &
PURSER (1970) e DEHORITY & MALES (1974) que investigaram estes
fatores, respectivamente, em quatro e em sete ovinos, e a frequéncia
de alimentacdo (DEHORITY & TIRABASSO, 1989).

A variagcdo na concentracdo de isotriquideos assinalada por
CLARKE (1964), na Nova Zelandia, em quatro bovinos mantidos com
silagem de capim ou com trevo fresco, registrou percentuais de
Isotricha entre 1,6 e 7,6% e para Dasytricha entre 55 e 23,2%. Ao se
analisar estas variagcbes entre 0s mesmos hospedeiros com dietas
diferentes, notou-se que as variacbes sdo amplas, sobretudo em
Dasytricha, e independeram do animal, da dieta ou da época da
amostragem.

Na mesma localidade em que foi desenvolvido o presente
trabalho, em novilhos mantidos com cana de acucar + 1% de uréia e
com capim elefante, CARNEIRO et al. (1992) registraram 3,12% e
6,1 7% de Isotricha e 11,35% e 14,96% de Dasytricha, respectivamente
por dieta, do total de ciliados. Ainda na mesma localidade, ARCURI et

al. (1991 em quatro bovinos alimentados com dietas de cana-de-
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acucar + 1% de uréia ou 85% da matéria seca da cana + -1% de uréia
+ 15% de farelo de algodao registraram, respectivamente por dieta,
6,4 x 10° (5,3%) de Isotricha e 1,2 x 10* (10%) de Dasytricha, e 9,1 x
10° (7,5%) de Isotricha e 3,0 x 10* (25%) de Dasytricha.

Os dados ora registrados, sao bastante inferiores aos
assinalados por CARNEIRO et al. (1992) e por ARCURI et al. (1991),
tanto em relacdo aos valores médios, que variaram por dietas entre
3.084,44 e 5.111,11 para Isotricha e entre 53,33 a 880,00 para
Dasytricha, quanto em funcdo dos percentuais em relacdo ao total de
ciliados, que variou entre 1,22 e 1,62 para lIsotricha e 0,02 e 0,32 para
Dasytricha (Tabela 3).

Por outro lado, sdo outros os principais fatores que influem na
ocorréncia e flutuacdo populacional das espécies de Ophryoscolecidae.
ABOU AKKADA et al. (1969) constataram maior frequéncia de
Polyplastron, Ophryoscolex e Epidinium nos hospedeiros que
receberam racdo acrescida de extrato de hemicelulose. Para FFOULKS
& LENG (1988) pequenos ciliados predominaram no rumen de bovinos
alimentados com baixa quantidade de palha de aveia, sendo que em
dois animais o género Entodinium foi o Unico observado, e nos
outros dois hospedeiros, além deste, foram registrados ciliados

dos géneros Epidinium ou Polyplastron com cerca de 1% do total.
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Neste caso, a influéncia da dieta parece ter sido significativa ja que nos
hospedeiros que receberam grande quantidade de palha de aveia,
apesar da predominancia de Entodinium spp., foram registrados os
géneros Epidinium, variando entre 3 e 17% do total, e cerca de 18% de
Isotricha, além de outros organismos da subfamilia Diplodiinae.
Utilizando trés vacas em lactacdo, mantidas com dieta a base
de silagem de milho YANG & VARGA (1989a) ndo registraram alteracao
no numero total de ciliados em funcdo do numero de vezes ao dia,
uma, duas ou quatro, em que concentrado foi fornecido, nem em
relacdo ao tempo apdés a alimentacdo. Registraram numero medio de
ciliados, em relacdo a estes tempos, de 53,1, 55,3, 54,6 e 55,9 x 10%/g.
De acordo com o apresentado na tabela 1, o numero total de
organismos da familia Ophryoscolecidae registrado, 808.368,88,
correspondeu a 95,54% do total de ciliados assinalados nas trés dietas.
Em relacdo a esta familia, os organismos do género Entodinium
corresponderam a 87,42%. Ao se analisar os valores médios destes
ciiados em cada dieta, destacou-se que estes valores diferiram
significativamente entre D1, D2 e D3, apesar dos percentuais em
relagdo aos totais de ciliados por dieta manterem-se elevados e
relativamente semelhantes com, respectivamente, 85,29%, 83,55% e

81,87%.
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Os elevados percentuais observados para Entodinium
coincidem com a maior parte dos levantamentos sobre ciliados do
ramen. Ha entretanto dados discrepantes para bovinos como os de
CLARKE (1964) que registrou percentuais de 8,0 e 354 e de
DEHORITY (1986) entre 42,2 e 84,6.

JA o percentual de organismos da familia Blepharocorythidae
observado (2,78) (Tabela 1), coincidiu com o0s registrados por
DEHORITY (1986) em trés dos quatro bovinos examinados por este
autor no Brasil.

Com base em todos os fatores e resultados apresentados, e
pontos coincidentes e divergentes que possam haver entre eles, chama
a atencdo, entretanto, o registro feito por CLARKE (1964) ao investigar
influéncia da dieta em bovinos gémeos. Na tabela que este autor
apresentou, com percentuais de cada género observado em relagcdo ao
total de ciliados, notou-se que Eremoplastron teve registro mais
constante em relacdo a esses fatores variando entre 21,4% a 32,4%;
variou de 10,8% (trevo fresco) a 23,2% (silagem) e 17,2% (trevo fresco)
e 9,6% (silagem) no mesmo animal, com dietas e épocas diferentes.
Além disso, a variacdo entre animais diferentes mantidos com as

mesmas dietas apresentaram maior variagdo com dieta de silagem.
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Estes dados parecem indicar que tanto a influéncia da época da
obtencdo das amostras, quanto a influéncia da dieta e do hospedeiro
devem ser consideradas, e que € grande a complexidade desses

fatores, sobre as populacées de ciliados do rumen.

5.2. Influéncia do hospedeiro sobre as populagdes dos ciliados

5.2.1. Resultados

No conteddo ruminal examinado dos trés bovinos foram
detectados e quantificados ciliados das familias Blepharocorythidae
(Charonina), Isotrichidae (Isotricha, Dasytricha) e Ophryoscolecidae
(Entodiinae: Entodinium; Diplodiinae: Diplodinium, Eodinium,
Eremoplastron, Polyplastron, Diploplastron e Ostracodinium sendo o0s
trés ultimos analisados em conjunto e referidos como P+D+0). A
excecdo de Dasytricha, sO6 registrado em Al, e de Eremoplastron,
presente em Al e em A2, esses ciliados foram observados nos trés
animais em todas as fases do experimento. Esta distribuicdo dos
géneros foi constante para os trés animais em todas as dietas e/ou
fases, mesmo enquanto 0s animais recebiam DO, excetuando-se

Isotricha e Dasytricha que n&o foram registrados em Al em DO.
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O numero meédio de ciliados observados por familias e por
subfamilias de Ophryoscolecidae em Al, A2 e A3 estdo apresentados
na tabela 6. Nota-se que a familia Ophryoscolecidae deteve absoluta
supremacia sobre Blepharocorythidae e Isotrichidae, representando
93,14%, 96,67% e 97,67% em Al, A2 e A3, respectivamente, do total
de ciliados observado em cada animal. Destaca-se ainda, que o0s
organismos da subfamilia Entodiinae representam 83,52% do total de
Ophryoscolecidae. Todos os dados expressam o numero de ciliados por
mililitro de contetddo ruminal.

Na tabela 7 estdo apresentados os grupos de ciliados e
respectivos valores médios e totais, valor minimo e maximo
observados, desvio padrbes e percentuais em relacdo ao total de
protistas estimado por animal.

A relagcdo entre o numero total de protistas e de cada
hospedeiro revelou maior concentracdo de ciliados em A2 com 46,11%
do total, seguido por Al (30,29%) e A3 (23,61%) (Tabeta 8). A tabela 8
apresenta ainda, os dados de cada grupo de ciliado e respectivos
percentuais em relacdo ao total por hospedeiro, destacando-se a
predominancia de Entodinium sobre os outros ciliados, representando

83,22%, 78,04 e 94,99% do total em Al, A2 e A3, respectivamente.
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TABELA 6. Valores médios e totais de ciliados do riimen de trés bovi-

nos (/ml de conteddo ruminal) e respectivos percentuais,

por famflias dos arganismas abservados e por subfamfilias de

Ophryaoscolecidae

Ciliados Animal
Totais
Famflias Subfamflias 1 2 3

Blephai’ocorythidae (n?) 12.364,44 6.404,44 2.751,11 23.520,00
(%) 4,82 2,19 1,83 2,78
Isotrichidae (n9 5.204,45 7.124,44 1.906,67 14.135,66
{%) 2,03 1,82 0,96 1,68

Qphryoscolecidae {n% 238.706,67 374,586 .66 192,075,55 A08.3618,88
(%) 93,14 96,02 97,67 95,54
Entodiinae (n9) 213.280,00 304.431,11 188.982,22 706.633,33
(%) 83,35 81,27 96,88 87,42
Dipiodiinae n9 25.426,67 70.155,55 6.093,33 101.675,55
(%) 10,65 18,73 3,12 12,58
Totais* 256.275,56 390,115,568 199.733,33 846.124,44

* Os totais referem-se as somas dos ciliados registrados nas familias.



TABELA 7. Valores minimas, méximos, médias, percentuais e desvios padrao de cada género de ciliados
do ridmen de trés bovinos (/ml de conteddo ruminal), por hospedeiro
Animal
Ciliados N
7 7 3
Minimo Maximo Média [. padrio Minimo  Micdimo Média D. padric Minimo Maximo Média D. padrio
Entodimiom (¥ 90 B3200 368000 21328000 6319954 161600 497600 304.431,11 6528323 56000 416000 18898222 8432978
) 83,22 78,04 94,62
fsotricha 90 0 17600 407556 418423 0 20800 712444 394204 0 11.200 190667 197640
%) 1,59 1,83 0.96
Dasytrichs () 90 0 8000 112889 166534 0 0 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00
@) 0,44 0,00 0,00
Diplodinium  ®) 90 0 25600 681333 465058  1.600 81600 2697333  13.366.24 0 8060 132444  1.708.46
(56 2,66 6491 0,66
P+D+O*  F) 90 0 27200 871889  4.42614 0 44800  12.40000 616828 0 12800 250667  2.09314
(%) 34 3,20 1,26
Fremoplastron (n9) 90 0 16000 291556 288922 4800 73600 2454222 12385455 0 0 0,00 0,00
0 1,14 6.29 0,00
Fodinivm i) 90 0 30400 696889 491269 0 20800 616000  3.82331 o 16000 226222  2.267.98
) 272 1,58 113
Charonina (0?90 0 46800 1236444  3.562.43 0 32000  8.40444  5.45960 o 14400 275131 332748
%) 4,82 2,15 135
Totais 256.275,56 390.115 56 19973333

* Polyplastron + Diploplastron + Ostracodinium.

¢l
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TABELA 8. Valores médios e totais de ciliados do rdmen de trés bovi-
nos (/ml de conteddo ruminal) e respectivos percentuais em

relagdo ao total de ciliados por animal

Ciliado Animal Totais
1 2 3
Entodimium  (n9) 213.280,00° 304.431,11° 188.982,22°  706.693,33
(%) 83,22 78,04 94,62 83,52
botricha (n2) 4.075,56° 7.124,44° 1.906,67° 13.106,67
(%) 1,59 1,83 0,96 1,55
Dasyiricha  (n9) 1.128,89° e e 1.128,89
(%) 0,44 0,13
Diplodinium  (n®) 6.813,33° 26.973,33° 1.324,44¢ 35.111,10
%) 2,66 6,91 0,66 4,15
P+D+0O*  (n9 B8.728,89° 12.480,00 2.506,67° 23.715,56
(%) 3,47 3,2 1,26 2,80
Eremoplastron (n9) 2.915,56 24.542,22° 27.457,78
(9%6) 1,14 6,29 3,25
Fodinjum %) £.968,89° 6.160,00° 2.262,22" 15.391,11
(%) 2,72 1,58 1,13 1,82
Charonina (09 12.364,44° 8.404,44" 2.751,11° 23.519,99
(%) 4,82 2,15 1,38 2,78
Totais (9  256.27556°  390.115,56°  199.733,33°  B46.124,43
(%) 30,29 46,11 23,61

Médias nas mesmas linhas seguidas por letras desiguais diferem a um
nivel de significincia de 5%.

* polyplastron + Diploplastron + Ostracodinium.
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Em A1, Charonina foi o segundo género mais observado
(4,82%) enquanto Dasyt‘r}'r:ha foi o de menoar concentragao (0,44%) e 56
esteve presente neste animal. |4 em A2, destacaram-se os organismos
dos géneros Diplodinium (6,91%) e Fremoplastron (6,29%) sendo este
Gltimo valor expressivo para A2 por representar 89,38% do registro
destes aorganismos {Tabela 9).

Ao se observar a pasigdo relativa de cada grupo de ciliados
em cada hospedeiro com relagéo ao registro total destes grupos (Tabcela
9), destacaram-se em A2, além da elevada representagido absoluta e
percentual de [remoplastron, os maiores percentuais de [ntodinium
(43,08%), fsoiricha (54,36%), Diplodinium (76,82%), P+D+0 (52,62%).
ld em A1 observaram-se os mais elevados percentuais de Dasytricha
(100%), Fodtnium (45,28%) e Charonina (52,57%).

A3 apresentou a menor diversidade de ciliados e os menores
valores por grupos e total em relagiio aos outros hospedeiros.

As médias das contagens de cada grupo de ciliades variou
significalivamente entre os trés animais em todos os grupos, a8 excegéo
de Ffodinium que nao diferiu significativamente entre A1 e A2; do
mesmo modo as médias das contagens totais dos ciliados variaram

significativamente cntre A1, A2 ¢ A3 (Tabela 8 ¢ 9).
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TABELA 9. Valores médios e totais de ciliados do rdmen de trés bovi-

nos (/ml de contedido ruminal) e respectivos percentuais em

relagéo ao total de cada género de ciliados

Ciliado Animal Totais
1 2 3
Entodinium (09 213.280,00°  304.431,11"  186.982,22°  706.693,33
(%) 30,18 43,08 26,74 83,52
lsotricha (n?) 4.075,56° 7.124 44° 1.906,67° 13.106,67
{96) 31,10 54,36 14,55 1,55
Dasytricha  (n9) 1.128,83" et e 1.128,89
(%) 100,00 0,13
Diplodinium  (n®) 6.813,33 26.973,33° 1.324,44° 35.111,10
(%) 19,41 76,81 3,77 4,15
P+D+O* (n®) 8.728,89* 12.480,00° 2.506,67° 23.715,56
(%) 36,51 52,62 10,57 2,80
[remopfdstron n%) 2.915,56" 24.542,22b ------------ 27.457,78
(%) 10,62 89,38 3,25
Fodinium (N9 6.968,89° 6.160,00° 2.262,22° 15.391,11
(%) 45,28 40,02 14,70 1,82
Charonina  (n9) 12.364,44° B.404,44" 2.751,11° 23.519,99
{%) 52,57 35,73 11,70 2,78
Totais (N9 256.27556°  390.11556°  199.733,33°  B46.124,43
(%) 30,29 46,11 23,61

Médias nas mesmas linhas seguidas por letras desiguais diferem a um

nfvel de significAncia de 5%.
* Polyplastron + Diploplastron + Ostracodinium.
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Na tabela 10 estdo apresentados os dados referentes ao total
de ctliados registrado por animal e total em cada dieta por animal com
os respectivos percentuais em relagdo ao total por animal, observando-
se a maior concentragdo de ciliados em A2, seguido de Al. Ao se
analisar os dados dos animais em relagio a cada uma das dietas notou-
se que esta correspandéncia foi mantida, com A2 apresentando as
maiores concentragoes de ciliados em todas as dietas, seguido por AT,
exceto em D1 gquando A3 aprescntou maior ndmero de ciliados que A1.
As proporgdes mais elevadas foram observadas em D2 para A1 e A3 e
em D3 para A2. Nesta tabela estdo apresentados, ainda, os valores
médios do pH de cinco amostras de cada coleta, por animal.
Ao se analisar as relagdes percentuais dos ciliados observados
em Al, A2 e A3 cam dietas iguais (Tabela 10), confirmou-se a
predominancia de ciliados em A2 em todas as dietas. A2 apresentou
maior cancentracéo de ciliados registrada, absoluta ou relativa, em D3,
com percentual de 55,27% em relagio aos outros animais nesta dieta.
Na tahela 11 estido apresentados os dados referentes as
médias de ciliados registrados por animal e em cada fase do
experimento. Notou-se que a tendéncia crescente ao longo das fases
foi constante somente em Al e quc as maiores concentragdes do

ciliados em A2 e A3 foram, respectivamente, em F3 e F2.
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TABELA 10. Valores médios e totais de ciliados do riimen de bovinos

(/ml de cantelido ruminal), de acordo com a dieta e o hos-

pedeiro, e respectivos percentuais em relacdo ao total de

ciliados por animal, e pH médio de cada situagéo

Dieta* Animal/pH Totais
1 pH 2 pH 3 pH
D1 "9 186.226,67 6,98 340.760,00 6,98 231.013,33 6,40 758.000,00
(%) 2422 +0,13 2912 40,24 38,55 +0,20 29,86
D2 % 331.73,33 7,35 370.000,00 6,97 247.62667 5,76 948.800,00
{%) 43,08 +0,07 31,62 +0,16 41,33 +0,66 37,.38
D3 ("% 251,426,67 6,83 459.586,67 7,30 120.560,00 6,51 831.573,34
(%) 32,70 40,33 39,27 +0,3t 20,12 +0,16 32,34
Totais (n9 768.826 67 1.170.346,67 599,200,00  2.538.373,34
(%) 30,29 46,11 23,61

* D1, D2 e D3 correspondem, respectivamente, a 20, 30 e 40% de

protefna.
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TABELA 11. Valores médios e totais de ciliados do ramen de trés bovi-

nos (fml do contetdo ruminal), de acordo com a fase e o

hospedeiro, e respectivos percentuais em relagdo ao total

de ciliados por animal

Fase Animal Totais
1 2 3
1 (n9 186.226,67 370.000,00 120.560,00 676.786,67
(%} 24,22 31,62 20,12 26,66
F2 (9 251,426,67 340.760,00 247.626,67 839.813,34
(%) 32,70 29,12 41,33 33,08
3 (9 331.173,2 459.586,67 231.013,33 1.021.773,33
{%%) 43,08 39,27 18,55 40,25
Totais (%) 768.826,67 1.170.346,67 599.200,00 2.538.373,24
(%) 30,29 46,11 23,67
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5.2.2. Discussao

Os g¢géneros de ciliados do rumen, registrados em Al,
Entodinium, Isotricha, Dasytricha, Diplodinium, Eodinium,
Eremoplastron, Polyplastron, Diploplastron e Ostracoidinium, e o0
registro semelhante nos outros animais, excetuando-se organismos do
género Dasytricha em A2 e de Dasytricha e Eremoplastron em A3,
permitiu o reconhecimento da ocorréncia de populacdo do tipo A nos
trés hospedeiros. Segundo EADIE (1962b), além de espécies de
Entodinium e de isotriguideos, comuns aos dois tipos de populacdes
assinaladas por este autor, a populacdo do tipo A caracteriza-se pela
ocorréncia de Polyplastron multivesiculatum geralmente associada a
Diploplastron affine, come registrado no presente trabalho, ou a
Ophryoscolex tricoronatus. Esta caracterizacdo de populacbes baseia-se
no antagonismo entre algumas espécies e ciliados ja relatada por outros
autores (EADIE, 1967; ABOU AKKADA et al.,, 1969; JOUANY et al.,
1988). Apesar de ter sido caracterizado como do tipo A, o conjunto de
ciliados detectados apresentou organismos que geralmente estao
associados a outro tipo de populacdo. Desta forma, registrou-se a
ocorréncia de Ostracodinium nos trés animais e de Eremoplastron em

Al e A2. Estes organismos geralmente coexistem com Eudiplodinium
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maggie Epidinium spp., constituindo a chamada populagcdo do tipo B.
Todavia, o registro de populacdo estavel de Eremoplastron junto com
Polyplastron ja havia sido relatado por EADIE (1962b), e o de
Ostracodinium em populagbes mistas A-B com a presenca de
Polyplastron, em bis6es, por TOWNE et al. (1988) e a coexisténcia
destes ultimos em ovinos por DEHORITY (1978), o que respalda a
presente caracterizagao.

A distribuicBo dos géneros e respectivas concentracdes
observadas, possivelmente relacionam-se aos valores do pH, tendo sido
0s mais baixos registrados em A3, que foi o hospedeiro que apresentou
as menores concentracbes e a menor diversidade de ciliados. Estas
consideragbes coincidem com o observado por PURSER & MOIR (1959)
guanto a inibicdo na divisdo de ciliados do rumen nos periodos diurnos
de pH mais baixo. Tanto a instalacdo quanto a manutencdo das
populacbes de ciliados do rumen parecem estar relacionadas ao pH
conforme ja relatado por PURSER & MOIR (1966), EADIE (1962a),
NOGUEIRA FILHO et al. (1984) e OLIVEIRA et al. (1987, 1989).
Provavelmente a instalagdo precoce de Entodinium, assinalada em
bezerros com dois meses de idade e pH de 4,2 por NOGUEIRA FILHO
(1984), deva-se, dentre outros fatores, a sua toleréncia a esta variacao.

Outros autores assinalaram que com pH ruminal abaixo de 6,0 (in
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DEHORITY, 1987) as espécies de Entodinium constituiam basicamente
o total de ciliados presentes. O baixo pH, possivelmente associado a
outros fatores individuais n&o investigados, podem ter determinado as
altas concentracbes e Entodinium, sobretudo em A3 que apresentou a
maior propor¢cdo de Entodinium, cujas populagbes atingiram 94,62% do
total de protistas detectados neste animal (Tabela 8). A menor
concentracdo de ciliados registrada (12,06 x 10%) (Tabela 10), coincidiu
com os mais baixos valores de pH, proximos a 5, em A3 na D3 em um
dos momentos de coleta, mas estes dados ficaram mascarados pelas
médias.

No presente trabalho foram assinaladas diferencas
significativas no total de ciliados e em cada grupo analisado entre os
trés animais examinados, demonstrando que ha influéncia individual na
ocorréncia e na concentracdo de ciliados ruminais. Procurou-se
minimizar este efeito pelo modelo estatistico adotado, no qual todos os
animais receberam todas as variacbes da dieta. Todavia, pelo namero
reduzido de animais disponiveis esta influéncia ndo pode deixar de ser
considerada. Desta forma, a ocorréncia de cada grupo de ciliado
manteve-se constante nos trés animais das diversas situagcfes, bem
como a concentracao total de ciliados foi maior em A2, independente

das dietas e fases, e os menores valores, com Unica excecdo, foram os
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apresentados por A2 (Tabelas 5 e 6).

A grande variacdo na concentracdo de ciliados por hospedeiro
ja havia sido destacada por TOWNE et al. (1988) em levantamento dos
ciliados ruminais de 81 bisdes, quando registraram, para grupos com a
mesma dieta, variacdes no nimero total de protistas de 17 x 10* a 822
x 10%g nos animais mantidos com forragem, 126 x 10* a 4.187 x
10%g no mantidos com forragem-concentrado e 420 x 10% a 4.187 x
10%g nos que receberam forragem-gréo.

No Brasil, em levantamento de ciliados do rumen em quatro
vacas Nelore, DEHORITY (1986) assinalou variagdbes no total de
ciliados, relacionadas ao hospedeiro, de 9,0 x 10* a 51,2 x 10* As
variacdes registradas por este autor refletiram-se também em cada
familia de ciliados observadas, até mesmo na subfamilia Entodiinae,
cujos percentuais variaram entre 42,2% e 84,6%. Nos registros ora
apresentados, apesar das contagens totais diferenciadas, o0s percentuais
destes organismos foi elevado em todos os hospedeiros representando
78,04% a 94,62% do total de ciliados por animal Tabela 6). Todas
essas variacbes indicam que além da influéncia das dietas, fatores
inerentes ao metabolismo dos hospedeiros nao podem ser despre-

zados.
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Estas observacbes encontram ressonancia nas consideracdes

de WILLIAMS & COLEMAN (1991) que destacaram a importancia da
influéncia individual do hospedeiro ao afirmarem que resultados nos
quais efeito de diferentes regimes alimentares foram determinados

usando-se poucos animais, devem ser tratados com cuidado.

5.3. Influéncia da fase do experimento sobre as populacbes dos

ciliados

5.3.1. Resultados

No exame do conteddo ruminal dos trés bovinos foram
detectados e quantificados, em todas as fases do experimento, ciliados
dos géneros Charonina, Isotricha, Dasytricha, Entodinium,
Diplodinium, Eodinium, Eremoplastron, Polyplastron, Diploplastron e
Ostracodinium sendo os trés Jdltimos analisados em conjunto e
referidos como P+D+O.

O numero médio de ciliados e respectivos percentuais em
relacdo aos totais das familias Blepharocorythidae, Isotrichidae e
Ophryoscolecidae segundo cada fase do experimento estao

apresentados na Tabela 12. Notou-se tendéncia ao aumento do numero
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de ciliados ao longo do experimento, que foi determinada por
organismos da familia Ophryoscolecidae, sobretudo pelos Entodiinae,
por sua predominancia quantitativa. Os isotriquideos apresentaram
tendéncia semelhante sem, contudo, exercerem influéncia no total de
cada fase por representarem, em meédia, 1,68% do total de ciliados.

Os grupos de ciliados e respectivos valores médios e totais,
valor minimo e maximo observados, desvios padrdo e percentuais em
relacdo ao total de protistas por fase do experimento estdo
apresentados na Tabela 13.

Na tabela 14 estdo apresentados os valores médios e totais de
cada grupo de ciliados, com percentuais de 26,66, 33,09 e 40,25 em
F1, F2 e F3, respectivamente. Os totais diferiram significativamente

entre as trés fases. Os valores absolutos de Entodinium e de Isotricha

apresentaram concentracdes crescentes por fase e diferencas
significativas entre elas. Os elevados valores de Entodinium
determinaram a relacdo entre os totais por fase, uma vez que este
género representou em F1 78,63%, em F2 87,06% e em F3 83,85% dos

ciliados registrados.
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TABELA 12. Valores médios e totais de ciliados do rimen de trés bovi-

Ophryoscolecidae

nos (/ml de conteddo ruminal) e respectivos percentuais,

por famflias dos organismos observados e por subfamflias de

Ciliados Fase
Totais
Familias Subfamilias 1 2 3

Blepharocorythidae (n°) 11.475,56 4.533,33 75111 23,520,00
(%) 5,09 1,62 2,21 2,78

satrichidae in9% 2.791,11 5358667 5.857.78 14.235,66
(%) 1.24 2,00 1,72 1,68
Ophryoacolecidae "% 211.328,89 2698177 327.222,22 808.368,88
(%) 93,10 946,38 96,07 05,54
Entodiinae  (n%) 177.377,78 243.728,89 285.586,67 706.633,33
(%) 83,93 90,32 87,28 B7.42
Diplodiinae inY 33,951, 11 26.088,48 41.635,55 101.675,55
(%) 16,07 9.67 12,72 12,58
Totais* 225.595,56 27993777 340.591,11 846.114,44

¥ Os totais referem-se as somas dos ciliados registrado nas famflias.



TABELA 13. Valores minimas, méximos, médios, percentuais e desvios padrdo de cada género de ciliados

do rimen de trés bovinos (/ml| de contedda ruminal), por fase do experimento

Fase
Ciliados N
1 2 3
Minime  Maximo  Média D. padrao Minimo  Maximo Media . padrao Minimo Méxime  Média D. padrio

Frfodinium  n®) 90 56000 352000 17737778 7732730 102400 430400 243728869  75.891,64 150.400 497600 28558667  71.32419
) 8159 8786 83,85

Isotricha e 90 0 20.8G0 2.737,78 3.793,40 0 19.200 4.706,67 4068 95 0 19.200 5.662,22 3.915,05
(3%} 0,99 1,59 1,686

Lasytricha m 90 4] 1.600 53,33 287 &1 o 3.000 850,00 1.670,00 0 3.200 195,56 612,57
%) €03 0,26 0.06

Diplodiriem (0¥} 90 0 81600 14931556 16.64154 a 28.600 5.853.33 591172 0 57.600 1434222 14.334, 46
%) 478 1,85 4,21

P+D+O" {n=) a0 g 23.800 7.964 44 6.487,33 o] 44.300 7.746,67 6.655.61 0 25600 B.004 44 5.146,97
o) N 2,65 235

Eremoplastron (n9) 90 D 51.200 774222 11.592.34 0 33,600 6564,44 7.306,89 4] 73.600 13.151,11 17.577,43
(%) 237 2,70 3,86

Fodinium {n&) a0 0 30.400 132889 314455 0 20.800 5524 44 4.752,44 0 20.800 6.137,78 4.384,08
{6} 1,53 2,09 2.09 1.50

Charonina (n) 90 0 46400 1147556 7.819,54 o 19.200 4533,33 421379 0 34.800 751111 760115
%) 5,59 1,51 2.21

Totais 225595 56 2799377 340.591,11

* Polyplastron + Diploplastron + Ostracodinium.

9€T
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TABELA 14. Valores médios e totais de ciliados do rdamen de trés bovi-
nos (/ml de conteddo ruminal) por fase do experimento e

respectivos percentuais em relagao ao total de ciliados por

fase

Ciliado Fase Totais
1 2 3
fntodinium  (n®  177.377,78°  243.728,89"  285.586,67°  706.693,34
{%) 78,63 87,07 83,85 83,52
kotricha (n?) 2.737,78° 4.706,67" 5.662,22° 13.106,67
(%} 1,21 1,28 1,66 1,55
Dasytricha (09 53,33 880,00° 195,56° 1.128,89
(%) 0,02 0,24 0,06 0,13
Diplodinium  (n9) 14.915,56 5.853,33" 14.342,22* 35.111,11
(%) 6,61 1,60 4,21 4,15
P+D+O* {n) 7.964,44° 7.746,67" 8.004,44° 23.715,55
(%) 3,53 2,11 2,35 2,80
Erermoplastron (n9) 7.742,22* 6.564,44° 13.151,11° 27.457,77
(%) 3,43 1,79 3,86 3,25
Fodimium (N9 3,328,R9° 5.924,44" 6.137,78" 15.391,11
(%) 1,48 1,61 1,80 1,82
Charonina N9 11.475,56" 4.533,33" 7.511,11° 23.520,00
(%) 5,09 1,24 2,21 2,78
Totais (n®  225.59556°  279.937,77°  340.591,11°  B846,124,44
(%) 26,66 33,09 40,25

Médias nas mesmas linhas seguidas por letras desiguais diferem a um
nivel de significdncia de 5%.
* Polyplastron + Dipluplasiron + Ostracodinium.
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Ao se analisar as relagbes entre as fases em cada animal

destacou-se que a tendéncia crescente ao longo das fases s6 ocorreu

em A1, enquanto A2 apresentou maiores valores absolutos em I3
seguido por F1 e A3 em F2 (Tabela 15).

Nao foi possivel estabelecer relagdo entre as fases de cada

dieta (Tabela 16), uma vez que a influéncia do hospedeiro (Tabela 15)

predominou.

5.3.2. Discussiaao

Ha pouca informagao sobre influéncia da variagao saconal na
concentragdo de ciliados do rimen, sendo a maioria dos experimentos
realizados sob condigées controladas, intensivas e com ragdo constante
{WILLIAMS & COLEMAN, 1991). Além disso, geraimente sao utilizados
poucos animais hospedeiros e em curtos perfodos, ndo permitindo
relacionar os resultados com as condigbes ambientais.

De acordo com citado por WILLIAMS & COLEMAN (1997),
VAN DER WATH & MYBURGH (1941) observaram em avinos, mantidos
em pastagens na Africa do Sul, médias crescentes nas contagens de
ciliados no inverno, primavera, outono e verdo. Destacaram quc no

inverno 20,6% do total foram de grandes entodiniomorfos, ciliados
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TABELA 15. Valores médios e totais de ciliados do rimen de trés bovi-

(/m! de conteddo ruminal) de

gdo ac total de ciliados por fase

acordo com o hospedeiro

e a fase do experimento e respectivos percentuais em rela-

Animal Fase Totais
1 ? 3
Al (n9 186.226,67 251.426,67 331.173,33 768.826,67
(%) 27,52 29,94 32,41 30,29
A2 (n9 370.000,00 340.760,00 459.586,67 1.170.346,67
(%) 54,67 40,58 44,98 46,11
A3 (n9 120.560,00 247.626,67 231.013,33 599.200,00
(%) 17,81 29,49 22,61 23,61
Totais (n9) 676.786,67 839.813,34 1.021.773,33 2.538.373,34
(%) 26,66 33,09 40,25

==
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TABELA 16. Valores médios e totais de ciliados do rimen de trés bovi-

ao total de ciliados por fase

nos (/ml de conteddo ruminal) de acorda com a dieta e a

fase do experimento e respectivos percentuais em relagéo

Fase Dicta® Tatais
1 2 3

F1. (9 186.226,67 340.760,00 231.013,33 757,999,67
(%) 27,52 40,58 22,61 29,86

F2 (n9 370.000,00 247.626,67 331.173,33 948.800,00
(%) 54,67 29,49 32, 41 37,38

3  (n9 120.560,00 251.426,67 459.586,67 831.573,34
(%) 17,81 29,94 44 98 32,76

Totais (n2) 676.786,67 839.813,34 1.021.773,33 2.538.373,34
(%) 26,66 33,09 40,25

* D1, D2 e D3 correspondem, respectivamente, a 20, 30 e 40% de

protefna.
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capazes de utilizar forragem com lignina; este percentual caiu para
15,7% no verdo, com a ampliacdo das populacdes de Entodinium spp.

Ja BONHOMME-FLORENTIN et al. (1978) constataram a
influéncia das estacbes sobre os ciliados ruminais de Bos indicus no
Senegal, observando que na estacdo chuvosa, ou "invernal", o namero
total de ciliados foi acentuadamente maior do que na estacdo seca, 1,2
x 10° e 59 x 104 respectivamente. Além da variacdo sazonal, o0s
autores atribuiram também a modificacdo do valor nutritivo da
pastagem o aumento das populagbes de ciliados.

No Brasil, no municipio de Botucatu-SP, ha o relato de
OLIVEIRA (1991) que, ao obter amostras de conteddo do ruminal de 51
vacas em marco (verdo) e em agosto (inverno), observou numero total
de ciliados significativamente maior no verdo (134 x 103/ml) gque no
inverno (85 x 103/ml). Este autor, concordando com as observagbes de
BONHOMME-FLORENTIN et al. (1978), ressaltou que no verdo a pas-
tagem encontrava-se mais suculenta e a umidade do ar mais elevada.

Ndo se pode desprezar nestas consideracdes o modo de
transmissdo dos ciliados ruminais. Estes ciliados ndo apresentam a
formacdo de cistos e a transmissdo ocorre por via oral, por contato
direto com outro ruminante ou por contaminacdo dos alimentos ou da

pastagem pela saliva, uma vez que grande numero de ciliados séao
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regurgitados durante a ruminacdao (HUNGATE, 1966; DEHORITY,
1986). Pode-se inferir que, pelo modo de transmissado exclusivamente
contaminativa, a maior umidade favoreca a sobrevivéncia dos ciliados
no meio externo, jA que as condicdes deste ambiente lhes sdo, a priori,
desfavoraveis por serem as espécies de ciliados de riumen estritamente
anaeroObicas, Todavia, de acordo com CZERKAWSKI (1986), como o
hospedeiro ruminante ingere agua e produz grande quantidade de
saliva, ambas saturadas de oxigénio, e o animal passa muito tempo
ruminando, é provavel que o0s organismos do rumen nao sejam tao
sensiveis ao oxigénio em seu ambiente natural. Esta hipOtese ¢é
reforcada pelas observacdes de NOUZAREDE (1965) que destacou ser a
sobrevivéncia desses ciliados fora do rumen relativamente elevada,
assinalando a sobrevivéncia por seis dias, a 27°C, para Isotricha,
Entodimum e Polyplastron e por 4-5 dias para 0s mesmos organismos a
37-38°C.

As amostras de conteudo ruminal ora examinadas foram
obtidas ao logo de trés meses, novembro, dezembro e janeiro, que
correspondem a meses da estacdo chuvosa. Este periodo, todavia, €
muito curto para caracterizar qualquer alteracdo nas populacdes dos
ciliados ruminais observados, e ndo se dispbe de dados com a mesma

dieta basica em outras épocas, neste local, para comparacdo. A Unica
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referéncia disponivel, situando uma determinada época do ano, € a
citada por CARNEIRO et al. (1992) para dois novilhos alimentados com
cana-de-acucar + 1% de wuréia e com capim elefante, também no
CNPGL/EMBRAPA. O total de ciliados observados nestes hospedeiros,
respectivamente, foi 18,12 x 10% e 7,35 x 10* nos meses de julho e
agosto de 1990 que correspondem ao periodo seco. Os totais de
ciliados citados por CARNEIRO et al. (1992) foram inferiores aos
registrados em todas as fases do presente trabalho que variaram entre
22,56 x 10% e 34,06 x 10* (Tabelas 12-16).

No presente trabalho, coube assinalar apenas que foi notado o
aumento gradual e estatisticamente significativo do numero total de
ciliados ao longo das fases do experimento. Esta observacdo podera
servir de base para trabalhos comparativos e ser tema de futuros
estudos o acompanhamento dos ciliados ruminais ao longo do ano, suas
relagbes com as dietas oferecidas neste periodo e com a variagdo das

condicbes ambientais.
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5.4. Aspectos morfologicos dos ciliados do rumen revelados pelo

protargol e pela reacao de Feulgen

Desde a primeira observacdo por GRUBY & DELAFOND, em
1843, espécies de ciliados de rumen vém sendo assinaladas e descritas
nas diversas regides de ocorréncia de seus hospedeiros, ruminantes e
pseudo-ruminantes domesticados ou silvestres. Quanto as técnicas de
evidenciacdo de suas estruturas sao utilizadas montagens provisorias
com ciliados ndo corados (VAN HOVEN, 1983), em glicerina (KOFOID
& MacLENNAN, 1930; WERTHEIM, 1935; DAS-GUPTA, 1935; CLARKE,
1964) ou corados. Para evidenciar o macronucleo € comum o emprego
do verde de metila CLARKE, 1964; DEHORITY, 1974; IMAI, 1988),
verde de metila-pironina-acéto-orceina-cloridrico ou reacdo ao Azur A.
Gurr (CHARDEZ, 1983) ou azul de metileno acidificado (DEHORITY,
1974), e para evidenciacdo das placas esqueléticas, solu¢cdo de Lugol
ou outra contendo iodo (KOFOID & CHRISTENSON, 1934; DAS-
GUPTA, 1935; LUBINSKY, 1958b; ZIELYK, 1961; CLARKE, 1964;
DEHORITY, 1974; VAN HOVEN, 1975, 1983; CHARDEZ, 1983).

Quanto as preparagcbes permanentes, foram referidas a
coloracdo pela hematoxilina de Heidenhain, Mallory, Delafield ou de

Mayer, e ainda hematoxilina e eosina (KOFOID & MacLENNAN, 1930,
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1932; WERTHEIM, 1935; DAS-GUPTA, 1935; ZIELYK, 1961; VAN-
HOVEN, 1975, 1983; OGIMOTO & IMAI, 1981; IMAI, 1988).
Preparacbes com verde de metila desidratadas em alcool e xilol e
montadas em Euparol foram feitas por CLARKE (1964), e com carmim
boracico por ZIELYK (1961).

OGIMOTO & IMAI (1981) citaram como possiveis técnicas
para preparacdes permanentes de ciliados de ramen, além da
hematoxilina férrica de Heidenhaim, a impregnacdo pela prata,
segundo Bodian, mencionando ainda a técnica de CHATTON-LWOFE
(1930) simplificada, de acordo com FRANKEL & HECKMANN (1968).

ZIELYK (1961), além das técnicas ja citadas, fez preparacdes
utilizando nigrosina, 10% de azul opala, e técnicas de impregnacéao
pela prata de KLEIN (1958) e CHATTON-LWOFF (1930) para evidenciar
estriacdes longitudinais de organismos do género Entodinium. O autor
assinalou ndo haver obtido nenhum resultado positivo na coloracdo ou
impregnacédo da infraciliatura.

O presente trabalho objetivou investigar o resultado da
utilizacdo de duas técnicas de preparacbes permanentes, o protargol e
a reacdo de Feulgen, no estudo de ciliados de rumen de bovinos por se
tratar de técnicas classicas em ciliatologia, de ampla aplicacdo e que

raramente sao utilizadas para preservacdo de entodiniomorfos.
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5.4.1. Resultados e Discussao

Apesar de rotineiramente utilizadas em ciliatologia, nao €
comum o emprego do protargol ou da reacdo de Feulgen para
evidenciacdo de estruturas de ciliados de rumen ou para sua
preservacdo em colecdes de referéncia.

O registro dos resultados obtidos com o protargol e a reacao
de Feulgen em ciliados ruminais dos géneros Entodinium, Diplodinium,
Eodinium, Eremoplastron e Ostracodinium pode ser observado nas
Figuras 2-6.

Com o protargol, os caracteres morfolégicos principais para a
identificacdo especifica destes ciliados foram evidenciados como, por
exemplo, a estrutura externa e suas particularidades como estrias e
fendas na pelicula (Figura 2A, B), zonas de sincilica (Figuras 2-6),
macro e micronucleo (Figuras 2-6), vacuolo pulséatil (Figuras 3B; 4A).
Outros caracteres como o opérculo - quando presente -, citofaringe,
citoprocto e fagossomo também podem ser observados (Figuras 2-6).
Registraram-se ainda, a impregnacao do macronucleo (Figuras 2D; 4B)
e do microndcleo (Figura 2D) em divisdo e de novas zonas ciliares na

formacédo do opisto (Figura 4B; 5D; 6A).



FIGURA 2. Micrografias de Entodinium spp. em Protargol (A,B,C) e

Reacdo de Feulgen (D). Zona adoral de sincilia (zas), Zona
adoral de sincilia do opisto em formacdo (zaso),
macronucleo (ma) em divisdo na letra D, citofaringe (cf),
fagossoma (f), citoprocto (cp), estrias (e), fenda superior
(fs), espinho caudal (ec). Barra = 10 pm.



FIGURA 3.
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Micrografias de Entodinium sp., em Protargol (A,B) e
Reacdo de Feulgen (C,D). Zona adoral de sincilia (zas),
macronucleo (ma), micronucleo (mi), fagossoma (f),
citoprocto (cp), vacuolo pulsétil (vp), C - predacdo de um
congénere (seta); D - restos de material nuclear de um

congénere parcialmente digerido (setas). Barra = 10 pum.
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F4-3- B

FIGURA 4. Micrografias de Eodinium sp., em Protargol (A,B) e de
Eremoplastron sp. em Protargol (C) e Reacdo de Feulgen
(D). Zona adoral de sincilia (zas), zona esquerda de sincilia
(zes), zona adoral de sincilia do opisto em formacdo (zaso),
macronucleo (ma), micronucleo (mi), citofaringe (cf),
citoprocto (cp), vacuolo pulsatil (vp), opérculo (0). Barra =

10 pm.
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C
FIGURA 5. Micrografias de Diplodinium sp., em Protargol (A,C,D) e
Reacdo de Feulgen (B). Zona adoral de sincilia (zas), zona

esquerda de sincilia (zes), zona adoral de sincilia do opisto

em formacdo (zaso), macronucleo (ma), micronucleo (mi),

espinhos caudais (ec), opérculo (0). Barra = 10 pum.



C D

FIGURA 6. Micrografias de Ostracodinium sp., em Protargol (A,C) e
Reacado de Feulgen (B,D). Zona adoral de sincilia (zas), zona
esquerda de sincilia (zes) protraida em A e retraida em C,
zona adoral de sincilia do opisto em formacédo (zaso), zona
esquerda de sincilia do opisto em formacdo (zeso),
macronucleo (ma), micronucleo (mi), opérculo (0), vestigio
de placa esquelética (pe). Barra = 10 um.

15
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Destacam-se as melhores impregnacdes nos organismos de
menores dimensfes e em geral sem placas esqueléticas, excetuando-se
os do género Eremoplastron que apresentam pequena placa esquelética
e bons resultados de impregnacdo. Todavia, para os ciliados cuja
identificacdo genérica € feita pelo nuamero e forma das placas
esqueléticas, em geral grandes entodiniomorfos, a impregnacéao
argéntica é inadequada por nado evidenciar completamente estas
estruturas, apenas vislumbrando-se sua presenca em algumas
preparacbes (Figura 6B). As melhores evidenciagdes das placas
esqueléticas sdo obtidas com o emprego de solucdes a base de iodo
(CHARDEZ, 1983; VAN HOVEN, 1975, 1983), apesar de serem
preparacdes provisorias.

Para os entodiniomorfos de maiores dimensdes como os dos
géneros Ostracodinium, Polyplastron e outros, o emprego do protargol
€ restrito pela excessiva impregnacdo destes organismos, observada
mesmo com a reducdo do tempo de imersdo no proteinato de prata.
Em algumas preparagfes, entretanto, nota-se a nitida impregnacdo do
macronucleo e das zonas de sincilia, protraidas ou nao (Figura 6A, C),

como as observadas em Ostracodinium sp. Com o0s organismos de

outros géneros deste grupo nédo foram obtidos bons resultados.
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Dentre as poucas referéncias a esta técnica para
entodiniomorfos, OGIMOTO & IMAI (1981) citam uma variante do
protargol como um dos métodos para montagem permanentes de
ciiados. Os autores nao apresentaram, contudo, resultados do seu
emprego. Em estudo de organismos da familia Ophryoscolecidae,
especialmente de Entodinium dubardi Buisson, 1923 de cervideo,
ZIELYK (1961) utilizou técnicas de impregnacado pela prata de KLEIN
(1958) e de CHATTON-LWOFF (1930) assinalando nao ter observado a
impregnacdo da infraciliatura. O autor concluiu que material fixado
com formalina € inadequado a esta impregnacdo. A impregnacdo da
infraciliatura de entodiniomorfos com carbonato de prata com piridina
foi obtida por NOIROT-TIMOTHEE (1960) e por FERNANDEZ-GALIANO
(1958), sem o emprego de piridina, em método que chamou de
impregnacdo rapida. Este autor realizou estudo sobre Polyplastron
multivesiculatum (Dogiel & Fedorowa, 1925), ressaltando ter obtido
bons resultados. Nos resultados obtidos no presente trabalho, em
concordancia com o observado por ZIELYK (1961), ndo houve a
impregnacado da infraciliatura.
Nas preparacdes em que se utilizou a reacdo de Feulgen
(Figuras 2D; 3C, D; 4D; 5B; 6B, D) nota-se que o0 objetivo da técnica,

que € a evidenciacdo das estruturas nucleares, foi atingido sendo



154
possivel a observacdo do macro e do micronlcleo. Até mesmo nos
grandes entodiniomorfos o0s resultados foram bastante relevantes como
os demonstrados em Ostracodinium sp. (Figura 6B, D).

Credita-se a conservacdo prolongada do material em
formalina a dificuldade de se obter a completa hidrélise do citoplasma,
observando-se, em muitos organismos, uma coloracdo discreta do
mesmo, 0 que ndo é comum nesta técnica. Com o emprego da reacao
de Feulgen destacou-se ainda o habito de predacdo de outros ciliados,
aqui registrado para Entodinium sp. com outro organismo do mesmo
género no interior de um fagossomo (Figura 3C) e resto de material
nuclear de ciliado ja digerido (Figura 3D). Gracas a especificidade
desta reacao, pbOde-se identificar como nucleares as estruturas
observadas nestes fagossomos.

As placas esqueléticas dos organismos dos géneros
Eremoplastron, Polyplastron, Diplodinium e  Ostracodinium  foram
evidenciadas em preparacdes provisorias com solucdo de Lugol (Figuras
7 e 8), uma vez que as técnicas empregadas ndo realcaram essas
estruturas.

Apesar do longo tempo decorrido entre a obtencdo das
amostras e o emprego das técnicas de impreghacdo e de coloracdo, €

possivel a sua utilizagdo. Ressalta-se ainda, a importancia de se
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FIGURA 7. Micrografias de Polyplastron sp., em solucdo de Lugol

(A,B,C,D). Placas esqueléticas (setas). Barra = 10/um.



FIGURA 8. Micrografias de Eremoplastron sp. (A), Ostracodinium sp.
(B) e Diploplastron sp. (C,D), em solucdo de Lugol. Placas

esqueléticas (setas). Barra = 10 um.
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preparar laminas permanentes que sirvam de material de referéncia
para o estudo destes ciliados, sobretudo quando novas espécies séao
descritas, a despeito da possibilidade de se observar algumas de suas
estruturas em preparacdes nao coradas ou temporarias.

As duas técnicas empregadas evidenciaram particularmente
bem as seguintes estruturas: nucleos (macro e micronucleo), zonas de

sincilia, citofaringe, citoprocto e fagossoma.



6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho,

concluiu-se que:

1. Variacbes da dieta, caracteristicas individuais dos hospe-
deiros e o0 momento de obtencdo das amostras foram os fatores que

influenciaram significativamente a populacdo de ciliados;

2. A ocorréncia dos géneros dos ciliados foi influenciada pelos

hospedeiros;

3. Organismos dos géneros Charonina Strand, 1928, Isotricha

Stein, 1859, Dasytricha Schuberg, 1888, Entodinium Stein, 1859,
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Diplodinium Schuberg, 1888, Eodinium Kofoid & MaclLennan, 1932,
Eremoplastron Kofoid & MacLennan, 1932, Polyplastron Dogiel, 1927,
Diplosplastron Kofoid & MacLennan, 1932 e Ostracodinium Dogiel,
1927 permaneceram na microbiota ruminal, associados a cada
hospedeiro, durante todas as fases do experimento e foram

influenciados quantitativamente pelas variacbes das dietas estudadas.

4. As técnicas de impregnacdo pelo proteinato de prata
(Protargol) e da reacdo de Fuelgen podem ser utilizadas para
preparaces permanentes de ciliados do ramem, mesmo quando

fixados e conservados em formalina por, pelo menos, 18 meses.
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