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RESUMO - Quatro biifalos adultos, canulados no rimen, foram submetidos a um experi-
mento em quadrado latino (4x4), com quatro ragdes contendo niveis crescentes de proteina
bruta na matéria seca: A) 8,7%; B) 10,5%; C) 12,3% e D)14,3% PB, para estudar os efeitos
do nfvel de protefna na ragdo sobre o ntimero total e diferencial da fauna ruminal. As ragdes
consistiram de 70% de capim-sempre-verde (Panicum maximum Jacq. var. gongyloides) €
30% de milho em grios, e soja em grios tostada e mofda. Foram identificados e contados oito
géneros de protozodrios ciliados no rfimen. Somente a ragdo com 12,3% de PB promoveu
aumentos no nfimero total de Entodinium spp., Diplodinium spp. e Elytroplastron bubali por
ml de liquido ruminal. A concentragdo média total encontrada foi de 8,48 x 10* protozodrios
por ml de lfquido ruminal, tendo predominado o Entodinium spp. (67,2%) e Diplodinium spp.
(16,0%). Houve marcada variagdo diurna na concentragio total e nos principais géneros estu-
dados.

Termos para indexagdo: fauna ruminal, Panicum maximum, ruminantes.

EFFECTS OF DIETS WITH VARYING PROTEIN LEVELS ON RUMEN CILIATE
PROTOZOA IN BUFFALOES (BUBALUS BUBALIS L.)

ABSTRACT - Four rumen canulated buffaloes in a latin square design were used to
investigate the effect of protein levels upon the concentration of ciliate protozoa in the
rumen. The buffaloes were fed twice daily with four rations of increasing crude protein
levels: 8.7%, 10.5%, 12.3% and 14.3% CP. The rations were composed of 70% roughage
(Panicum maximum Jcq. var. gongyloides grass) and 30% concentrate (com grain and toasted
soybean grain). Eight genus of ciliate protozoa were identified and counted. A significant
increase in the total protozoal numbers, Entodinium spp., Diplodinium spp. and Elytroplastron
bubali was observed in the 12.3% CP ration, The mean of total protozoal concentration was
8.48 x 10* ml of rumen liquid and the percentage of Entodinium spp. was 67.2% following by
Diplodinium spp. at 16.0%.

Index terms: ruminal fauna, Panicum maximum, raminants.

INTRODUCAO

O rebanho bubalino no Brasil vem crescen-
do vertiginosamente, e atualmente, o biifalo ji
se encontra em posi¢do de destaque na pecué-
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ria nacional, como produtor de carne, leite e
trabalho.

Os estudos de microbiologia no nimen em
bifalos ainda estio em fase inicial e hd uma
falta muito acentuada de dados sobre os mi-
crorganismos e suas interrelagées com o am-
biente ruminal nos diversos tipos de alimenta-
cdo, principalmente nas nossas condigSes tro-
picais.

A classificagdo dos protozoérios do nimen -
é baseada primariamente na morfologia celu-
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lar, uma vez que os organismos sdo grandes o
bastante para distinguir microscopicamente
muitas caracterfsticas celulares em baixa mag-
nitude. A maioria dos protozo4rios no rimen
sdo ciliados, embora possam existir espécies
de flagelados. A classificagdo dos protozoa-
rios ciliados do nimen é complexa. O grupo
dos Entodiniomorfos compreende os principais
géneros: Entodinium, Diplodinium, Epidi-
nium, Ophryoscolex. A famflia Isotrichidae
possui dois géneros mais comuns no nimen:
Isotricha e Dasytricha, que sao chamados de
Holotrichas. Os géneros Ostracodinium, Eu-
diplodinium e Elytroplastron pertencem 2 sub-
familia Diplodiniinae, e o género Elytroplas-
tron & representado por uma tnica espécie,
Elytroplastron bubali, que comumente ocorre
em biifalos e zebufnos (Dehority 1987).

A espécie bubalina parece abrigar no nimen
uma fauna diferente da de outros ruminantes.
Dehority (1979) identificou 49 espécies dife-
rentes de protozodrios ciliados no nimen de
biifalos no Brasil, sendo que oito delas foram
descritas pela primeira vez.

Segundo Marinho (1982), a distribuigéo e o
desenvolvimento dos protozo4rios ciliados no
rimen € influenciada pela dieta ingerida pelo
animal, pelo pH do contetido ruminal e pelas
relagGes que eles estabelecem entre si e com a
comunidade bacteriana. Orskov (1982) afir-
mou que os protozodrios do rimen sdo alta-
mente proteolfticos e que a fonte de N dos
protozodrios geralmente deriva do processo de
engolfamento de bactérias ruminais. Segundo
Van Soest (1983), a protefna ou de origem da
planta ou bacteriana € a maior fonte de energia
para os protozodrios no nimen. Outras fontes
de energia incluem os agticares (holotrichas),
o amido, e, provavelmente, a celulose e a he-
micelulose (entodineomorfos).

H4 controvérsia, na literatura, entre os pes-
quisadores, a respeito do teor de protefna na
ragdo em relagdo ao nimero e composigio das
espécies de protozorios no rémen. Hungate
(1966) cita que algumas pesquisas evidencia-
ram que a concentragdo de protozoirios no
rimen aumentou com a adigio de protefna na
dieta dos animais. Ciliados no rimen foram di-
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ferentemente afetadas pelo tipo de dieta, e o
autor n3o encontrou correlagio entre o nfvel
de protefna na ragdo e o mimero de Entodi-
nium spp. e Holotrichas no nimen, mas a
quantidade das espécies de Anoplodinium
denticulatum e Eudiplodinium maggii aumen-
tou com a elevagio do nivel de protefna dieta.
Entretanto, Bird et al. (1979) encontraram po-
pulagdes de protozodrios no nimen de ovinos
na ordem de 5,0 x 10°/ml de fluido ruminal, e
ficou evidente que o nivel de protefna na dieta
nido afetou a composicio ou o nimero de pro-
tozoérios no rimen. Também Franzolin Neto
et al. (1988) néo verificaram diferengas signi-
ficativas no nimero total de protozo4rios por
ml de lfquido ruminal entre ovinos alimenta-
dos com fenos de capim-de-rhodes e de leu-
cacna, em trés ragGes contendo nfveis cres-
centes de protefna bruta na matéria seca
(5,6%, 9,8% e 14,0%).

Os objetivos do presente trabalho foram:
(1) determinar a concentragio dos principais
protozodrios ciliados no nimen, através de
contagens total e diferencial dos géneros: En-
todinium spp., Diplodinium spp., Ostracodi-
nium spp., Eudiplodinium spp., Elytroplastron
bubali, Epidinium spp., Isotricha spp. e Das-
ytricha spp., por ml de liquido ruminal, em
bifalos submetidos & alimentacio de racdes
contendo diferentes nfveis de protefna bruta;
(2) determinar a variacdo diurna da concentra-
¢@0 de protozodrios no nimen.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no “Cam-
pus” de Pirassununga da USP, utilizando quatro
bifalos (Bubalus bubalis 1..) adultos, machos, canu-
lados no rimen, com peso médio de 430 kg em um
delineamento em quadrado latino (4x4). Os animais
foram mantidos em galpdo fechado e alimentados
com capim-sempre-verde (Panicum maximum Jacq.
var. gongyloides) como volumoso, e milho em grios
mofdos, e soja tostada em graos e mofda como con-
centrado, mantendo a relagdo volumoso:concentrado
de 70:30 com base na matéria seca. Os tratamentos
consistiram de quatro ragdes contendo nfveis cres-
centes de protefna bruta na matéria seca, a saber: A)
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8,7%; B) 10,5%; C) 12,3% e D) 14,3% PB. Diaria-
mente fornecia-se cerca de 50 g de uma mistura
completa de sal mineral por animal. A alimentagdo
foi fornecida duas vezes ao dia, em quantidades
iguais, as 9:00 e 3s 17 horas. As ragdes foram iso-
energéticas, calculadas com 8,8 Mcal de energia me-
tabolizdvel/kg MS.

O perfodo experimental foi de 84 dias, sendo di-
vidido em quatro subperiodos de 21 dias. Nos dlti-
mos dois dias de cada subperiodo foram coletadas
amostras do liquido ruminal através da fistula, com o
uso de uma bomba de sucgdo manual adaptada para
tal. As amostras foram coletadas ao longo do dia, ou
seja, 1, 3, 6, 12 e 18 horas antes da primeira alimen-
tagao (TO), e 24 horas ap6s. Cerca de 100 ml de If-
quido ruminal eram retirados em cada coleta, e ime-
diatamente determinava-se o pH com peagimetro
digital port4til; em seguida, 10 ml eram colocados em
frascos contendo igual volume de solucdo formol-
deido 1:2, para posterior identificagdo e contagem
dos géneros de protozodrios ciliados, conforme téc-
nica descrita por Dehority (1977) e Ogimoto & Imai
(1982). Para andlise estatistica dos dados, utilizou-se
a média das contagens dos dois dias de coletas para
cada tempo de amostragem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos da dieta

As contagens total e diferencial dos princi-
pais géneros de protozodrios e o pH no nimen
dos biifalos submetidos aos quatro tratamentos
podem ser vistas na Tabela 1. Ndo foram de-
tectadas diferengas significativas entre os tra-
tamentos nos valores de pH no nimen dos
animais, que apresentaram pH médio de 6,62.
Houve diferengas significativas (P < 0,05)
entre o tratamento C (12,3% PB) e os outros,
para a contagem total e para os gé€neros Ento-
dinium spp. e Diplodinium spp. Com o Ely-
troplastron houve semelhangas entre os trata-
mentos B e C, e entre A e D. Nos demais gé-
neros de protozodrios estudados ndo houve di-
ferengas significativas entre os tratamentos.
Esses resultados nao concordam com a citagéo
de Hungate (1966), de que a adicio de protei-
na 2 dieta promove aumento no nimero de
protozodrios no rimen, pois ndo houve dife-
rengas significativas entre os nfveis de 8,7%
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de PB (A), 10,5% de PB (B) e 14,3% de PB
(D) na ragiio para o nimero total de protozo4-
rios e cinco géneros estudados, e estio par-
cialmente de acordo com Bird et al. (1979),
Michalowski (1975), Michalowski (1977) e
Franzolin Neto et al. (1988), pois o nivel de
12,3% de PB na ragdo promoveu aumento no
mimero total € nos géneros Entodinium spp.,
Diplodiniwm spp. e Elytroplastron bubali.

A concentragdo média dos protozodrios ci-
liados no nimen (8,48 x 10*/ml L.R.) foi ligei-
ramente inferior & referida por Michalowski
(1975), com biifalos alimentados com feno, a
qual variou de 9,7 a 16,4 x 10°/ml, e menor
que a encontrada por Dehority (1979) em bu-
falos sob pastejo (16,6 e 35,8 x 10*/ml). A
quantidade média de protozodrios no nimen
obtida no presente trabalho pode ser conside-
rada baixa, de acordo com Dehority & Orpin
(1988). Os autores, apSs vérias referéncias
consultadas, citaram que a concentragdo de
protozodrios nos ruminantes domésticos sob
dietas com volumoso ou sob pastejo varia de
10 a 50 x 10°/ml e para animais alimentados
com ragles A base de concentrados os valores
comumente encontram-se entre 50 e 150 x
10%/ml; contudo, conceniragdes de até 300 x
10*/ml sdo ocasionalmente reportadas.

A distribuigiio percentual dos diferentes gé-
neros foi semelhante entre os tratamentos € O
nimero de Entodinium spp. foi marcadamente
mais alto (67,2%) que os demais, seguido pelo
Diplodinium spp. (16,0%). Estes achados con-
cordam com Ffoulkes & Leng (1988), que ve-
rificaram, em bovinos alimentados com alto
nfvel de forragem, a predominincia de Ento-
dinium spp., com o Epidinium spp. variando
de 3 a 17% do mimero total de protozodrios
no nimen. Franzolin Neto et al. (1988) tam-
bém verificaram predominincia dos protozo4-
rios Entodiniwm spp. no nimen de ovinos ali-
mentados com feno de capim-de-thodes
(61,78%); com feno de leucaena a predomi-
nincia foi maior, 90% do total de protozo4-
rios. Bird et al. (1979) observaram que os pe-
quenos protozodrios do género Entodiniumn
spp. constitufram 96% do total da populagdo
protozoérica no rdmen de ovinos; e ainda, es-
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tdo de acordo com Dehoriy (1979) sobre a
predominéncia de Entodinium spp. observada
em bifalos alimentados com feno de capim-
de-rhodes e sob pastejo de gramineas nativas
no Brasil.

No presente trabalho niao foram encontra-
dos protozodrios dos géneros Ophryoscolex
spp. € Polyplastron spp. que sdo comuns em

ruminantes domésticos, o que estd de acordo
com Dehority (1979).

Ciclo didrio

A concentragao didria dos diferentes géne-
ros de protozodrios ciliados no nimen de bi-
falos pode ser observada na Tabela 2. Os ani-
mais foram alimentados duas vezes ao dia, e a

TABELA 1. Némero de protozodrios (x 10°/ml de lfquido ruminal) e pH no rimen de bifalos.
alimentados com quatro nfveis de protefna bruta na ra¢io; A (8,7%), B (10,5%),

C (12,3%) e D (14,3%).

. Total C.V.
Protozodrios A B C D Total (%) %)
Total 7,86 a 7,80 a 10,49 b 7,76 a 8,48 100,0 23,86
Entodinium spp. 5,30 a 4,94 a 7,23b 5,32a 5,70 67,2 31,36
Diplodinium spp. 1,23 a 1,29 a 1,80b 1L,11a 1,36 16,0 2291
Ostracodinium spp. 0,09 0,09 0,11 0,08 0,09 1,1 29,75
Elytroplastron sp. 0,12a 0,21b 0,20b 0,06 a 0,15 1,8 30,87
Eudiplodinium spp. 0,15 0,14 0,15 0,14 0,15 1,8 21,00
Epidinium spp. 0,45 0,50 0,55 0,50 0,50 5,9 22,02
Isotricha spp. 0,25 0,28 0,26 0,18 0,25 2,9 18,03
Dasytricha spp. 0,17 0,24 0,20 0,25 0,22 2,6 20,72
pH 6,64 6,59 6,59 6,65 6,62 - 0,88

C.V. - Coeficiente de variagio.

TABELA 2. Concentracio difria dos protozodrios ciliados no riimen de biifalos (protozoérios x
10%/ml de liquido ruminal).

Tempo no rimen*

Protozo4rios

0 1 3 6 12 18 24
Total 10,3 9,2 8,5 7,2 6,4 6,8 10,7
Entodinium spp. 7,5 6,2 5,7 4,7 4,3 4,6 7,0
Diplodinium spp. 1,5 1,4 1,5 1,2 1,1 1,2 1,6
Ostracodinium spp. 0,074 0,066 0,055 0,048 0,047 0,044 0,11
Elytroplastron sp. 0,15 0,10 0,08 0,09 0,08 0,08 0,12
Eudiplodinium spp. 0,10 0,11 0,09 0,14 0,08 0,11 0,16
Epidinium spp. 0,42 0,42 0,39 0,29 0,28 0,33 0,61
Isotricha spp. 0,10 0,33 0,25 0,17 0,13 0,06 0,21
Dasytricha spp. 0,09 0,12 0,13 0,16 0,10 0,07 0,13
pH 6,84 6,69 6,61 6,56 6,41 6,54 6,69

* Tempo apds a primeira alimentagao (horas).
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concentragio total de protozodrios por ml de
liquido ruminal diminuiu até 12 horas apés a
primeira alimentagdo, aumentando em seguida
at¢ o momento imediatamente anterior A pri-
meira alimentagdo. Marcada variagdo diurna
na concentracdo de protozodrios no nimen tem
sido observada por viérios pesquisadores
(Warner 1966, Purser & Moir 1966, Coleman
1979, Potter & Dehority 1973). Estes resulta-
dos também concordam com Michalowski
(1975) e Michalowski (1977) que observou,
em todos os grupos de protozodrios estudados
em biifalos, que a mais alta concentragio ocor-
reu imediatamente antes da alimentacgio, se-
guindo de queda na densidade e novo aumento
até a realimentagido. Entretanto, Kurar et al.
(1988) obtiveram contagem de protozodrios
mais baixa antes da alimentagdo (TO) e au-
mentos até seis horas apSs a alimentagdo de
biifalos.

O nfvel de protefna bruta na. ragdo parece
ter influenciado de alguma forma na variacio
diurna dos protozodrios, conforme pode-se ve-
rificar pelo tipo de equagdo polinomial e os
respectivos coeficientes de determinacio obti-
dos com as diferentes dietas (Tabela 3). O
tratamento C (12,3% PB) apresentou maior
regularidade nas equagdes que os outros tra-
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tamentos. O ciclo didrio geralmente desenvol-
veu-se numa curva quadrdtica, que pode ser
vista para a equagio geral do nimero total de
protozodrios por ml de liquido ruminal, Ento-
dinium spp. e Diplodinium spp. (Fig. 1).

O pH no nimen também seguiu o mesmo
padrio didrio, porém as anilises das correla-
¢Oes entre o pH e os protozoérios no nimen,
nos diversos tempos de coleta, mostraram
poucas correlagbes significativas € com baixos
coeficientes de correlacdo.

12 PROTOZOA x 10°/ml

° '\\’\\ /

o ! 1 1 1 L 1 " { L 1 1

[} 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24
TEMPO APOS A PRIMEIRA ALIMENTACAO tha)

® TOTAL + ENTODINIUM spp. * DIPLODINIUM spp.
FIG. 1. Concentracio de protozoérios no lfqui-

do ruminal.

TABELA 3. Tipos de equacdes polinomiais e coeficienies de determinacio (r? = valores entre pa-
rénteses) do némero de protozo4rios/ml de liquido ruminal em funcéo do ciclo difrio.

Protozodrios A B C D Total
Total X%0,94) X%0,83) X%0,91) X?(0,86) X3(0,97)
Entodinium spp. X%(0,96) NS X%(0,84) X%(0,74) X%(0,95)
Diplodinium spp. NS X%0,58) X%(0,86) NS X%0,88)
Ostracodinium spp. NS X%(0,85) X?%0,47) NS X%0,92)
Elytroplastron sp. NS X%(0,91) X%(0,82) NS X%(0,88)
Eudiplodinium spp. NS X%0,87) X (0,42) NS NS
Epidinium spp. NS X*0,76) X%(0,82) X%0,58) X%(0,91)
Isotricha spp. X3(0,61) X3(0,26) X3(0,51) NS X3(0,59)
Dasyrtricha spp. NS NS NS NS X3(0,95)
pH X%(0,86) X%0,87) X?%0,86) X%0,84) X%(0,92)

X - Regressao linear (P < 0,05)
X2 - Regressdo quadrética (P < 0,05)

X3 - Regressdo ctibica (P < 0,05)
NS - Nio-significativa
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CONCLUSOES

1. O teor de 12,3% de protefna bruta na ra-
¢do promoveu aumento no mimero total de
protozodrios ciliados no nimen e nos géneros
Entodinium spp. e Diplodinium spp. em rela-
¢do aos niveis de 8,7%, 10,5% e 14,3% PB na
racdo, € com a espécie Elytroplastron bubali
em relagio aos niveis de 8,7% e 14,3% PB na
ragao.

2. A concentragio média total de protozo4-
rios ciliados no nimen de biifalos foi de 8,48 x
10*/ml de liquido ruminal, predominando o
género Entodinium spp. (67,2%), seguido do
Diplodinium spp. (16,0%).

3. O nfvel de protefna bruta na ragio parece
ter influenciado de alguma forma as concen-
tracbes didria dos protozodrios no nimen,
mostrando, no geral, marcada variagdo diurna
definida por uma curva quadrética positiva,
com diminui¢io até doze horas apés a primeira
alimentagdo, aumentando em seguida até o
momento imediatamente anterior & primeira
alimentagdo do dia subseqiiente.
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