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RESUMO

Objetivou-se caracterizar a populacédo de protozoarios no rimen de ovinos ¥z Dorper e %
Santa Inés alimentados com diferentes concentracbes de milho e milheto (100%, 75%,
50%, 25% e 0%) no concentrado. O experimento realizado no laboratério de ovinocultura
do Instituto Federal Goiano—Campus Ceres. Foram extraidas amostras do liquido ruminal
de 25 borregos, sendo retirados 1ml de cada amostra, diluidos em tubos de ensaio com
9ml de formaldeido a 10%, sendo realizado a quantificacdo e identificacdo dos
protozodrios. Houve prevaléncia de protozoarios de tamanho médio e pequeno, foram
identificados os géneros Entodinium, Diplodinium, Eudiplodinium e Eodinium, sendo
Entodinium o mais frequente. Dieta com milho 100% promoveu defaunacdo dos
protozoarios, a concentracéo de protozoarios por mL variou de 102 a 10° apresentando-se
abaixo do normal. Indica-se a dieta com milheto 100% pela maior diversidade de

protozoarios.

Palavras-chave: Género. Dieta. Identificacdo. Microbiota. Quantificacao.



ABSTRACT

The objective of this study aims to characterize the rumen protozoa population of Y2
Dorper and % Santa Inés sheep fed with different concentrations of corn and millet (100%,
75%, 50%, 25% and 0%) in the concentrate. The experiment was carried out at the sheep
goat laboratory of the Federal Institute Goiano — Campus Ceres. Ruminal fluid samples
were extracted from 25 lambs, being taken out 1mL of each sample were removed, diluted
in test tubes with 9ml of 10% formaldehyde, and quantification and identification of
protozoa were performed. There was a prevalence of small and medium size protozoa.
The genus Entodinium, Diplodinium, Eudiplodinium and Eodinium were identified, being
Entodinium the most frequent. Diet with 100% corn promoted protozoa defaunation, the
protozoa concentration per mL ranged from 102 to 10° and was below normal. The diet
with 100% millet is indicated because the greater diversity of protozoa.

Keywords: Gender. Diet. Identification. Microbiota. Quantification.
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INTRODUCAO

Obter a dieta mais eficaz para os ruminantes tem sido um dos maiores desafios para o
sistema de confinamento, especialmente os que utilizam as dietas de alto grao, pois é necessario
um planejamento que atenda as exigéncias nutricionais do animal, tanto energética como proteica
e que beneficie o crescimento e desenvolvimento de microrganismos ruminais, responsaveis por
degradar e disponibilizar nutrientes da dieta ofertada ao hospedeiro.

Almejando a estabilidade ruminal e buscando evitar problemas metabdlicos, é necessario
bom manejo alimentar, selecionando alimentos ofertados, a quantidade e qualidade, a
granulometria entre outros fatores. Uma das exigéncias nutricionais de grande importancia para
animais de corte é a de energia, que esta ligada ao ganho de peso didrio, rendimento e
acabamento de carcaca e deposi¢do de gordura (CARDOSO, 2012).

O milho (Zea mays) é um dos alimentos mais tradicionais, rico em amido, que por sua vez
disponibiliza grande quantidade de energia. Possui em média 72% de amido, seu uso nas dietas
possibilita que a terminacdo de animais de corte ndo precise de grandes estruturas para silagem,
compra de mdaquinas para manejo de forrageiras, possui valor nutricional mais previsivel do que as
forragens, além de aumentar o desempenho produtivo (TEIXEIRA, 2015).

Uma graminea que possui grande potencial, podendo substituir o milho, é o milheto
(Pennisetum glaucum (L.) R. Br.). Bem adaptado as condi¢des do cerrado no Brasil, na composicao
de seu grao possui 69% de carboidrato, em comparacdao com o milho possui em média 3 a 8% de
proteina bruta a mais (PERON, 2012). A forma como esses dois alimentos sdo ofertados pode
modificar a microbiota ruminal.

O rimen é um ambiente anaerdbico estrito, possui seu préprio ecossistema, composto por
bactérias, fungos e protozodrios, que realizam intera¢des simbidticas e mutualisticas com o
hospedeiro. Os microrganismos presentes no rimen realizam fung¢des bioquimicas e fisioldgicas
significativas para os ruminantes, produzem enzimas capazes de degradar os principais
carboidratos das plantas, fornecendo energia que antes era indisponivel, convertem substancias
menos aproveitaveis como a celulose, a hemicelulose e a ambnia em compostos utilizaveis pelo
ruminante (ABRAO et al., 2018; REIS, 2015; WLODARSKY, 2017; RISPOLI et al., 2009; SILVA et al.,
2014).

Os maiores microrganismos no rimen s3ao os protozoarios, que compdem uma importante
fragdo da comunidade no ecossistema ruminal, representando de 40 a 60% da biomassa
microbiana total do riumen, sendo unicelulares, anaerdbios, ndo patogénicos, possuem tamanho
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de 20 a 200 um, maiores que as bactérias de 10 a 100 vezes e possuem funcdo de modular a
fermentac¢do ruminal (DEHORITY, 1993; RYLE & ORSKOV,1987).

Além disso, os protozoarios utilizam parte dos carboidratos sollveis, amidos e carboidratos
da parede celular para crescimento, estdo relacionados com uma maior reciclagem de nitrogénio
microbiano no rumen e reducdo do fornecimento de aminodcidos ao intestino (IVAN et al., 2001).
Armazenam grandes porg¢des do amido, retardando a imensa produc¢do de acidos graxos volateis
que reduzem o pH ruminal (IMAI, 1998).

Ha constante canibalismo por parte dos protozoarios, utilizando as bactérias como grande
fonte de aminoacidos e acidos nucléicos, além do engolfamento de granulos de amido, sendo este
mais intenso em dietas de alto grdo (OLIVEIRA et al., 2007; WLODARSKY, 2017; ABRAO, 2016).
Sendo que os produtos da fermentacdo dos protozodrios no rimen sdo parecidos com os
produzidos pelas bactérias, especialmente acetato, butirato e gds hidrogénio (H2).
Metanobactérias se ligam e vivem na superficie dos protozoarios para ter acesso ao H2.
(WILLIAMS & COLEMAN, 1992).

O maior numero de protozoarios esta relacionado com dietas mais digestiveis onde detém
papel fundamental na taxa de fermentacdo ruminal, sendo necessaria a sua quantificacdo e
identificacdo em resposta as dietas fornecidas aos ruminantes, facilitando diagndsticos precoces
de possiveis disturbios metabdlicos e realizando adaptacdes na formulacdo das racdes
(KOLZOLSKI, 2002; LIMA et al., 2012).

Tendo em vista a relevancia da populagao protozodrica no rimen dos animais de producao,
objetivou-se caracterizar a populacdao de protozoarios no rumen de ovinos % Dorper e % Santa

Inés alimentados com diferentes concentra¢des de milho e milheto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de ovinocultura do Instituto Federal Goiano—
Campus Ceres. O projeto foi submetido ao parecer da Comissdo de Etica e Uso de Animais (CEUA)
do Instituto Federal Goiano, com aprovagdo em26/07/2018 com o numero de protocolo
4065180618. Foram utilizados 25 borregos (% Dorper e % Santa Inés) confinados em baias
coletivas cobertas (4 x 3 m), a dieta experimental era composta de 85% de milho e milheto e 15%
nucleo ENGORDIN 38%, alimentados duas vezes ao dia (7h e 17h), sendo adotado o delineamento
inteiramente ao acaso, com 5 tratamentos e 5 repeti¢des, sendo eles:

T1 - Tratamento 1: Milho 100% e Milheto 0%;



T2 — Tratamento 2: Milho 75% e Milheto 25%;
T3 — Tratamento 3: Milho 50% e Milheto 50%;
T4 — Tratamento 4: Milho 25% e Milheto 75%;
T5 — Tratamento 5: Milho 0% e Milheto 100%;

Tabela 1- Ingredientes da Dieta dos ovinos

Ingredientes Tl T2 T3 T4 T5
Milho 74,70 56,00 39,50 21,25 0,00
Milheto 0,00 21,20 40,00 60,75 85,00
Engordin 38°® 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Farelo de soja 10,30 7,80 5,50 3,00 0,00
Total 100 100 100 100 100

Tabela 2- Composi¢ao da dieta dos ovinos

%PB 15,89 15,91 15,90 15,91 15,88
%NDT 88,27 87,16 86,18 85,09 83,82
PDRemg 92,93 96,12 98,73 101,72 105,01
PMemg 115,54 115,07 114,44 113,84 112,93
Calcio % 0,81 0,81 0,80 0,79 0,79

Fosforo % 0,28 0,29 0,30 0,31 0,32

PB: proteina bruta; NDT: nutrientes digestiveis totais; PDR: proteina degradavel no rumen; PM: proteina

metabolizavel.

Os animais permaneceram em confinamento por 80 dias, sendo 10 dias para adaptacao e
70 para o periodo experimental. Apds este periodo foi realizado o abate, sendo submetidos a dieta
hidrica de 12h. Os animais foram insensibilizados entre as orelhas por eletronarcose com eletrodo,
realizado a sangria com equipamentos préprios no setor de Agroindustria do Instituto Federal
Goiano — Campus Ceres.

Logo apds o abate, foram coletadas amostras do fluido ruminal, através de uma incisdao do
saco ventral do rimen, coletando-se aproximadamente 20mL de cada, as amostras foram filtradas
em gaze previamente esterilizada, depositados em tubos Falcon estéreis, acondicionados em
caixas térmicas com gelo e levadas ao laboratdrio de microbiologia do Instituto Federal Goiano —

Campus Ceres para processamento do material.



Foram retirados 1mL de cada amostra, diluidos em tubos de ensaio com 9mL de
formaldeido a 10% para conservagao das estruturas morfolégicas dos protozoarios (DEHORITY,
1993). Os protozoarios foram quantificados a partir de 1mL da amostra alocada em camara de
Sedgewick-Rafter e analisados em microscépio éptico na objetiva de 40X. Procedeu-se a leitura de
500 dos 1000 quadriculos, com classificacdo protozodrica em grupos de pequenos, médios e
grandes.

A identificacdo dos géneros de protozodrios foi realizada colocando-se uma gota da
amostra e uma gota de azul de metileno em lamina microscdpica, sendo acoplada uma laminula
sobre a lamina, levadas ao microscépio dptico na objetiva de 40X e observando as microestruturas
microbianas (Zona ciliar, macronducleo, vestibulo e espinha caudal) e realizando a classificagao de
acordo com a chave descrita por Dehority (1984).

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica pelo software R (R Development Core
Team, 2013). A quantificacdo de grupos de protozoarios foi analisada pelo o teste de Kruskall-
Wallis (a = 0,05). As taxas de deteccdo dos géneros identificados foram comparadas pelo teste do

Qui-quadrado, a 5% de probabilidade, pelo software R (R Development Core Team, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A média da concentracdo de protozodrios de tamanhos pequenos, médio e grandes estd
disposto na Tabela 1. Nao houve diferenca estatistica entre os tamanhos dos mesmos. Porém para
a dieta com milho 100% houve defaunacdo, bem como na dieta com milheto 75% foram
defaunados os pequenos e grandes protozoarios.

Tabela 3- Média de protozodrios por mililitro de fluido ruminal

Tratamentos Pequeno Médio Grande Total
T1 ob 0P ob Qb
4
T2 1,86x10% 5,89x10% 7 2x10% 7,82x10%
3a
T3 2,24x10% 1,17x10% 1,18x10% 3,53x10
T4 0? 4 0x103? 0° 4-,0X103a
5
T5 4,18x10% 8,14x10% 7,02x10% 1,30x105°?

Letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade



A defaunacdo esta vinculada com o aumento da eficiéncia da sintese microbiana, o fluxo
de proteina de origem microbiana para o duodeno, a produg¢do de propionato, a degradagao
ruminal de amido, o volume do conteudo ruminal e as populagdes fungicas no rimen. (JOUANY et
al., 1988; JOUANY, 1991; WILLIAMS & COLEMAN, 1992).

Ha maior frequéncia de protozodrios pequenos quando comparados aos protozoarios de
tamanhos médios e grandes, sugerindo a predominancia do género Entodinium, na maioria dos
casos é igual ou superior a 90% (BORGES et al., 2011).

Sua presenga no rumen é de grande importancia para o processo fermentativo, os
protozodrios podem controlar o nivel de substrato disponivel, moderam a fermentacdao do amido,
elevam o pH ruminal e diminuem a quantidade de acidos graxos volateis (NARGARAJA et al., 1992;
TEIXEIRA, 1991).

Utilizando uma dieta com 40% de concentrado e 60% de volumoso em ovelhas Lima et al.
(2012) observaram um incremento no numero de protozodrios ao decorrer do periodo
experimental de 21 dias, devido a interacdo entre a dieta e a adaptacdo ruminal, em que dietas
com certos niveis de concentrado e proteina elevam gradativamente a concentracdo de
protozodrios.

A populagdo de protozoarios do conteddo ruminal de animais alimentados com diferentes
tipos de dieta varia em concentracdo entre 10* e 10° protozodrios/mL de conteddo ruminal
(KAMRA; 2005). Valores inferiores foram encontrados no presente trabalho para as dietas
compostas por milheto e milho, indicando modificacao da microbiota pela dieta ofertada.

Batista; Peixoto; Pessoa, (2017), avaliaram ovinos confinados com dietas de milho e
milheto sem volumoso, observaram que as dietas a base de graos de milho obtiveram efeito
defaunatdrio sobre os protozodrios ruminais, resultado também observado no presente trabalho.

Segundo Oliveira et al. (2015), o processamento do grao de milho (inteiro, moido e silagem
de grao umido) pode beneficiar o crescimento de protozodrios no riumen, por disponibilizar mais
amido para os microrganismos ruminais.

Foi observada a ocorréncia de protozoarios no rimen dos ovinos do género Entodinium
spp., Eodinium spp., Eudiplodinium spp., Diplodinium spp. Na Tabela 2, observa-se que a
guantidade total de protozodrios a sua maioria do género Entodinium, seguido de Diplodinium,

Eodinium e Eudiplodinium.



Tabela 4- Distribuicao de géneros de protozoarios ruminais de ovinos submetidos a diferentes
dietas de milho e milheto

Tratamentos
Géneros
T1 T2 T4 T3 T5 Total
Entodinium obe 39144a 691682 209¢a 383543 8649
Diplodinium QBa oBb 52 Bb oBb 2605Ab 2657
Eudiplodinium 0ra 0Ab 174b 0”b 0Ac 17
Eodinium 0 ha QAb 0Ab 0Ab 75 Ac 75

Frequéncias com mesmas letras, maiusculas nas linhas e minusculas na coluna, ndo diferem entre si, comparadas
estatisticamente pelo teste de Qui-quadrado a 5% de probabilidade.

A dieta de milheto 100%, estatisticamente apresentou maior prevaléncia dos géneros
Entodinium (44,34%), Diplodinium (98,04) e Eodinum (100%) em comparagao com as outras dietas.
Sendo que o género Eudiplodinium somente foi identificado na dieta de milheto 50% e o Eodinium
na dieta de milheto 100%.

Figura 1 — Protozoarios identificados no rimen de ovinos submetidos a dietas de milho e

milheto

A-D: Familia Ophryoscolecidae; A: Entodinium spp.; B: Diplodinium spp.; C: Eudiplodinium; D: Eodinium.

Fonte: Arquivo pessoal

Na pesquisa de Oliveira et al. (2015), o género Entodinium foi o mais frequente para
cordeiros confinados alimentados com grdao de milho (inteiro, moido e silagem de grdao umido),
constituido 78,20% da populacdo total. Carvalho et al. (2011), foi observaram que a substituicdo
do milho pela casca de soja reduziu a populagdo de protozoarios do género Entodinium no
conteudo ruminal de caprinos, sendo que a diminui¢cdo pode estar associada a reducdo no teor de

nutrientes digestiveis totais e aumento no teor de fibra em detergente neutro. Embora a
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concentracdo de Entodinium spp. tenha reduzido com aumento no nivel da casca de soja, este
género predominou em todas as dietas, com variagdao de 70,39 a 86,28% da concentragdo total.

A predominancia do género Entodinium, provavelmente é justificada por apresentar-se em
varias espécies de animais e ocorrer em varios ruminantes domésticos e selvagens, além destes
conseguirem resistir em pH mais acido, o qué geralmente ndo acontece com outros géneros
(MARTINELE et al., 2008).

Algumas espécies do género Entodinium sao encontradas nas primeiras semanas de vida
nos ruminantes, se adaptam bem ao ambiente ruminal, se aderem as particulas dos alimentos,
tem a capacidade de modificar os processos fermentativos, realizam o armazenamento de amido,
controlando o nivel de substrato livre, servem como fonte de nitrogénio para as bactérias apds sua
morte e degradacao (REIS, 2015).

Franzolin & Dehority (1996), verificaram que a densidade das popula¢des de ciliados
amiloliticos, Entodinium, aumenta a medida que o concentrado é adicionado a dieta em

ruminantes, enquanto a densidade das populacdes de ciliados celuloliticos decresce.

CONCLUSAO

Os protozoadrios foram defaunados em dietas de alto grdo com 100% de milho, enquanto
que, na dieta de milheto 100% ocorre uma maior diversidade de géneros, sendo indicada para o
melhor desenvolvimento dos protozodrios nas dietas testadas. Houve destaque do género
Entodinium, sendo o mais expressivo em todos as dietas, representando a maioria dos pequenos e

médios protozoarios.
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