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RESUMO 

 

Aproximadamente 250 espécies de ciliados do rúmen já foram descritas desde que 

Gruby e Delafond em 1843 descobriram a existência de microrganismos vivendo em 

simbionte com hospedeiros ruminantes e pseudoruminantes. Estes microrganismos 

desempenham importantes funções desde a degradação da fibra até a manutenção do 

equilíbrio microbiano ruminal. Porém, o conhecimento sobre este grupo de eucariotos ainda 

continua pouco compreendido, principalmente para hospedeiros como caprinos e regiões 

como Moçambique,  por isso, o objetivo desta tese foi de compreender a morfologia, 

taxonomia, filogenia e as relações de protozoários ciliados endossimbiontes de mamíferos 

herbívoros utilizando uma abordagem integrativa das análises morfológicas, ecológicas, 

filogenéticas e moleculares. A tese está organizada em quatro capítulos para além da revisão 

suscinta de alguns fundamentos teóricos sobre ciliados do rúmen, desde a sua descoberta, 

características dos ciliados do rúmen, seus hospedeiros, sua importância e principais técnicas 

e métodos utilizados nos estudos de ciliados do rúmen. No primeiro capítulo fazemos o 

checklist de espécies de ciliados do rúmen associados com caprinos, sua distribuição 

geográfica, especificidade aos hospedeiros e alguns aspectos macroevolutivas das espécies. 

No segundo capítulo foi analisada a composição genérica e específica de protozoários ciliados 

do rúmen de caprinos da raça Landim do norte de Moçambique, mas também, comparou-se a 

densidade genérica e específica com registros em outros estudos. Ainda no segundo capítulo, 

compilou-se os registros de ciliados em ruminantes domésticos de países africanos. No 

terceiro capítulo foi usado o marcador molecular ITS com objetivo de analisar as relações 

filogenéticas de algumas espécies representantes de ciliados do rúmen. Neste capítulo 

terceiro, foi demonstrado que a utilização de um dataset concatenado entre os genes 18S e a 

região ITS pode ser uma alternativa mais robusta para inferir as relações filogenéticas entre os 

taxons de ciliados do rúmen. No quarto capítulo foi usado o sequenciamento Illumina 18S 

rRNA para caracterizar o estabelecimento sucessivo da comunidade de ciliados no rúmen de 

bezerros da F1 Holandês x Gir. Esta tese, constitui uma contribuição importante para melhor 

compreender alguns aspectos relacionados com a morfologia, taxonomia, filogenia e a 

ecologia de ciliados no rúmen de herbívoros ruminantes. 

 

Palavras-chaves: Ciliados do rúmen. Caprinos. Estabelecimento de ciliados. Filogenia. 

Mamíferos herbívoros. Taxonomia. 



 
 

 

 

ABSTRACT 

 

Approximately 250 species of rumen ciliates have been described since 1843, when 

Gruby and Delafond found microorganisms living symbiotically with ruminant and 

pseudoruminant hosts. These microorganisms play important roles, from the degradation of 

fibers to the maintenance of the rumen microbial balance. However, knowledge about this 

eukaryotic group remains little understood, especially for hosts such as goats and remote 

regions such as Mozambique, thus, the aim of this thesis was to comprehend morphology, 

taxonomy, phylogeny and the relationships of endosymbiont ciliate protozoans of herbivorous 

mammals via an integrative approach of morphological, ecological, phylogenetic and 

molecular analyses. This work is organized into four chapters, beyond that, we make a quick 

review of some of the theoretical foundations for rumen ciliates since their discovery, 

characteristics of rumen ciliates, their hosts, their importance, and main techniques and 

methods used in studies about them. In the first chapter is presented in which we have a 

checklist of rumen ciliate species associated with caprines, their geographic distribution, host 

specificity, and some macro-evolutive aspects of the species. In the second chapter we 

analyze the generic and specific composition of ciliate protozoans in the rumen of the Landim 

goat breed, from northern Mozambique, but we also compare generic and specific density 

with records from other studies. Still within the second  chapter, we compile records of 

ciliates in domestic ruminants from African countries. In the third  chapter we used the ITS 

marker in order to analyze the phylogenetic relationships of some representative species of 

rumen ciliates. Within this third  chapter, we demonstrate that the use of a concatenated 

dataset between the 18S genes and the ITS region may be a valid alternative to infer the 

phylogenetic relationsships between the taxa of rumen ciliates. In the fourth chapter we used 

Illumina 18S rRNA sequencing to characterize the successive establishment of the rumen 

ciliate community in Dutch x Gir F1 calves. This thesis may contribute to a better 

understanding of some aspects related to morphology, taxonomy, phylogeny, and ecological 

of rumen ciliates from ruminant herbivores. 

 

Keywords: Rumen ciliates. Goats. Ciliate establishment. Phylogeny. Herbivorous mammals. 

Taxonomy. 

 



 
 

 

RESUMO PARA DIVULGAÇÃO CIENTÍFICA 

 

Os animais classificados como herbívoros não possuem atividade celulolítica 

(capacidade de digerir alimentos com celulose) própria, por isso, eles confiam esta atividade 

de degradação da fibra do alimento ingerido aos microrganismos que habitam seu trato 

digestivo. Os microrganismos simbióticos incluem bactérias, vírus, arquéias, fungos e 

protistas. Alguns herbívoros têm intestino posterior expandido, também conhecidos por 

fermentadores do intestino posterior, e outros têm estômago expandido, também conhecidos 

como fermentadores do intestino anterior, como ruminantes e pseudoruminantes. A distinção 

entre estes, é pelo fato de os pseudoruminantes apresentarem apenas dois pré-estômagos 

(rúmen e retículo), como por exemplo guanacos, camelos, alpacas, hipopótamos, lhamas. Já 

os ruminantes são os que apresentam três pré-estômagos (rúmen, retículo e omaso), como por 

exemplo caprinos, ovinos, bovinos.  

A maioria desses microrganismos que vive em simbiose com ruminantes é composta 

por protistas ciliados. A sua importância no rúmen, vai além de simples criação do equilíbrio 

microbiano (ao se alimentar de outros microrganismos), pois a defaunação (remoção de 

ciliados) pode alterar vários parâmetros ruminais, digestibilidade ruminal, diminuição das 

quantidades de amônia, diminuição dos ácidos graxos voláteis, afetando assim o desempenho 

ou produtividade dos hospedeiros. 

Apesar disso, o nosso conhecimento sobre este grupo de eucariotos ainda continua 

pouco compreendido, por isso, esta tese investigou dentre os vários aspectos, os ciliados que 

ocorrem em caprinos, sua distribuição geográfica e suas relações evolutivas. Neste ponto, foi 

constatado que os ciliados associados com caprinos devem ter se instalado nestes hospedeiros 

há milhões de anos atrás, aproximadamente 8.2Ma e 2.4Ma. A composição e densidade de 

ciliados do rúmen de caprinos que ocorrem em regiões menos estudadas, como é o caso de 

Moçambique, foi outro aspecto analisado. Aqui, foram registradas 47 espécies em caprinos da 

raça Landim. Mas também, a tese procurou trazer algumas alternativas para analisar as 

relações entre espécies de ciliados do rúmen utilizando novas sequências. Para além disso,  

caracterizou o estabelecimento da sucessão ecológica da comunidade de ciliados (Alveolta, 

Ciliophora) no rúmen de bezerros mantidos em condições tropicais com diferentes níveis de 

eficiência alimentar: uma abordagem metagenética (18S-rRNA). Compreender estes e outros 

aspectos, pode ajudar por exemplo, a desenhar as estratégias eficientes de intervenção para 

manipular o ecossistema ruminal dos animais herbívoros ruminantes. 



 
 

 

PREFÁCIO 

A presente tese de doutoramento foi escrita como parte dos critérios para obtenção do 

grau de doutor em Biodiversidade e Conservação da Natureza, pela Universidade Federal de 

Juiz de Fora, Minas Geral, Brasil, num período de quatro anos, 2019-2022.  A presente tese, 

contribui para a ampliação do conhecimento sobre protozoários ciliados do rúmen de 

mamíferos herbívoros, apresentando novos registros de ciliados simbiontes de ruminantes 

domésticos em localidades de difícil acesso e pouco estudadas como é o caso de 

Moçambique, bem como contribui pelo uso de distintas abordagens (morfologia, filogenia 

molecular e metagenética) no estudo da taxonomia, ecologia e evolução desses ciliados. A 

tese se apresenta com quatro capítulos, para além da revisão ou fundamentação teórica. No 

primeiro capítulo da tese foi realizado um trabalho de revisão sobre ciliados do rúmem 

(Alveolata, Ciliophora) associados com caprinos: checklist, distribuição geográfica, 

especificidade do hospedeiro, filogenia e datação molecular. No segundo capítulo, foram 

inventariados ciliados em ruminantes domésticos coletados na África, bem como realizada a 

primeira caraterização morfológica de ciliados (Alveolata, Ciliophora) no rúmen de caprinos 

domésticos da raça Landim (Capra hircus L) em Moçambique.  No terceiro capítulo, foram 

realizadas análises filogenéticas de representantes de ciliados (Ciliophora, Trichostomatia) do 

rúmen de mamíferos herbívoros utilizando novas sequências da região ITS e sequencias 

disponíveis de 18S-rDNA. No último capítulo, quarto, foi realizado um estudo sobre o 

estabelecimento sucessivo (sucessão) da comunidade de ciliados (Alveolta, Ciliophora) no 

rúmen de bezerros mantidos em condições tropicais com diferentes níveis de eficiência 

alimentar: uma abordagem metagenética (18s-rrna). O primeiro capítulo desta Tese já se 

encontra publicado e está disponível em: https://doi.org/10.11646/zootaxa.5165.2.3. O 

segundo capítulo foi submetido ao periódico Small Ruminant Research. E os dois últimos 

capítulos, terceiro e quarto, serão submetidos para as seguintes revistas: Zoological Studies e 

Microbiological Research, respectivamente. 

https://doi.org/10.11646/zootaxa.5165.2.3
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1 INTRODUÇÃO GERAL   

Desde que os protozoários ciliados do rúmen foram pela primeira vez descobertos no 

século XIX por Gruby e Delafond em 1843, estes microrganismos têm sido estudados em 

diferentes hospedeiros ruminantes e pseudoruminantes. Desde essa época, as primeiras 

ilustrações de ciliados do rúmen são atribuídas a COLIN (1854) como  autor principal que 

estudou as primeiras observações em mamíferos domésticos, tendo observado inúmeras 

espécies do grupo, incluindo membros dos gêneros Blepharocorys  Bundle, 1895, Bundleia da 

Cunha e Muniz, 1928, Cycloposthium Bundle, 1896, Diplodinium Schuberg, 1888 e 

Entodinium Stein, 1859. Stein (1858), considerado o primeiro autor de trabalhos taxonômicos 

envolvendo ciliados endossimbiontes de ruminantes, descreveu de forma superficial espécies 

dos gênero Entodinium, Isotricha e Ophryoscolex, incluindo a descrição da família 

Ophryoscolecidae (CEDROLA et al., 2020). 

A partir desses trabalhos pioneiros, diversos outros estudos registraram e descreveram 

inúmeras espécies de ciliados no trato gastrointestinal de mamíferos herbívoros (CUNHA, 

1914; WERTHEIM, 1934; OGIMOTO; IMAI, 1981; WILLIAMS; COLEMAN, 1992; 

D‟AGOSTO; SANTA-ROSA, 1994; ITO et al., 2010; CEDROLA et al., 2015; USHIDA, 

2018; BERBER; GÜRELLI, 2019). Até o final da década setenta, por exemplo, mais de 400 

espécies de ciliados do rúmen já haviam sido descritas (CEDROLA et al., 2020), o que 

evidenciava enorme diversidade para este grupo de microeucariotos endossimbiontes de 

ruminantes. 

A insuficiência de dados ou carateres morfológicos, como por exemplo os padrões 

infraciliares, pode criar lacunas na correta identificação dos tricostomatídeos. Por isso, 

continuam sendo importantes os estudos taxonômicos sobre ciliados do rúmen, sobretudo 

aqueles estudos que têm por objetivo a modificação, aprefeiçoamento ou melhoria das 

técnicas ciliatológicas principais utilizadas, preparações semipermanentes com corantes à 

base de iodo, preparações semipermanentes com corantes à base de metil verde, técnica de 

protargol, impregnação pelo carbonato de prata e a utilização  do microscópio electrónico de 

varredura.  

Constitui grande desafio nessa área de estudo, a obtenção de amostras do líquido 

ruminal de ruminantes e pseudoruminantes vivendo em zonas de dificil acesso. Assim sendo, 

não existem dúvidas de que é necessário ampliar os esforços de amostragem do conteúdo 

rumianl, sobretudo, naquelas regiões sem informações de ocorrência de ciliados do rúmen de 

mamíferos herbívoros, por exemplo, algumas localidades africanas não exploradas. A 
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ampliação da amostragem permitirá novas estudos de descrição e redescrição das espécies, 

caracterizações ultraestruturais e, ainda, maior acurácia sobre a distribuição geográfica de 

ciliados do rúmen. 

Nas últimas décadas, abordagens moleculares baseadas em sequências do gene 18S-

rDNA foram utilizadas para identificação de espécies (GRAY et al., 1984; GUILLOU et al., 

2013; KITTELMANN et al., 2015; LIM, 1996). O gene 18S rRNA foi importante para 

auxiliar em questões importantes sobre as relações evolutivas entre os ciliados em vários 

níveis taxonômicos (SHAZIB et al., 2016). Esses estudos revelaram que parte das 

classificações tradicionais não refletem divergência evolutiva e que as morfoespécies podem 

conter espécies crípticas. No entanto, as relações filogenéticas em nível de espécie para 

ciliados do rúmen continuam não resolvidas satisfatoriamente, isso, pode ser causado devido 

ao alto grau de conservação do gene 18S rRNA (SHAZIB et al., 2016). O uso de outros 

marcadores, como a região ITS, pode servir de alternativa uma vez que a taxa de mudanças 

evolutivas desta região é mais de 100 vezes maior que a do gene 18S rRNA, tornando ainda 

esta região do ITS um dos marcadores mais usados em estudos com foco na variabilidade 

intraespecífica e em barcode (GOLDMAN et al., 1983;  SCHULTZ; WOLF, 2009; 

WIEMERS et al., 2009; YOUNG; COLEMAN, 2004; COLEMAN, 2003; KELLER et al., 

2010; WOLF, 2015; SHAZIB et al., 2016). 

Vale destacar ainda que, aspectos como colonização ou instalação sucessiva de 

ciliados e metagenoma em hospedeiros ruminantes é um tema pouco estudado (LATTEUR, 

1953; CONRAD et al., 1958; LENGEMANN; ALLEN, 1959; QUIGLEY et al., 1985; LI et 

al., 2012; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2019; GUO et al., 2020), porém, de importante 

papel ecológico e fisiológico, importante na economia e na saúde dos animais. Representa 

também um passo importante na criação de esforços e medidas para aumentar a eficiência 

alimentar dos animais enquanto adultos e ainda, descrever a colonização sequencial de 

ciliados no rúmen, pode ajudar a desenhar as estratégias eficientes de intervenção para 

manipular o processo de colonização dos ciliados no rúmen desde o início de vida dos 

animais. 

Nesta perspectiva, a presente tese foi escrita com objetivo geral de compreender a 

morfologia, taxonomia, ecologia e as relações evolutivas de protozoários ciliados 

endossimbiontes de mamíferos herbívoros. E de forma específica: 
1
elaborar um checklist de 

espécies que ocorrem no rúmen de caprinos inferindo as relações macroevolutivas dessas 

espécies; 
2
determinar a composição genérica e específica de protozoários ciliados do rúmen 

de caprinos da raça Landim do norte de Moçambique e compilar os registros de ciliados 
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reportados em ruminantes domésticos de países africanos; 
3
analisar as relações filogenéticas 

de representantes de ciliados do rúmen utilizando o marcador ITS; e 
4
caracterizar o 

estabelecimento sucessivo da comunidade de ciliados no rúmen de bezerros da F1 Holandês x 

Gir, usando o sequenciamento dos fragmentos nas regiões V3 e V4 de gene 18S rRNA em 

quatro estágios do desenvolvimento dos animais. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1  MAMÍFEROS HERBÍVOROS 

Os mamíferos fazem parte de um grupo de animais vertebrados com uma diversidade 

aproximada de 5416 espécies (WILSON; REEDER, 2005). Incluem nesse grupo animais dos 

mais diversos tipos, desde um morcego de 8g à uma baleia de 40 toneladas, passando diversos 

hábitos alimentares: carnívoros (os que se alimentam de outros animais), herbívoros (os que 

se alimentam de vegetais), insentívoros (os que se alimentam de insetos), detritívoros (os que 

se alimentam de restos orgânicos) e onívoros (os que se alimentam com diferentes classes de 

alimentos) (WILSON; REEDER, 2005).  

Devido à essa diversidade de morfológica e funcional, os mamíferos desempenham 

vários e diversificados papeis no ecossistema (BOND-BUCKUP et al., 2010). Ainda, por se 

enquadrarem no grupo de consumidores, os mamíferos podem comer desde insetos até outros 

grandes mamíferos, e por serem predadores controlam a quantidade de outros animais, 

evitando o crescimento exagerado dessas populações que poderiam se tornar pragas ou 

prejudiciais, permitindo um equilíbro do sistema natural (BONB-BUCKUP et al., 2010). Tais 

características, consumidores e predadores, fazem com que os mamíferos estejam presentes 

em todos os continentes e em todos os tipos de ecossistemas, desde os desertos até as 

profundezas dos oceanos, por isso, é considerado um dos grupos dominantes depois dos 

dinossauros (WILSON; REEDER, 2005). 

 Os mamiferos, tiveram que esperar o seu momento evolutivo, embora a linhagem que 

lhes originou, a partir dos terapsideos, tenha aparecido muito antes (WILSON; REEDER, 

2005). A extinção dos grandes dinossauros provocou várias radiações adaptativas que 

permitiram um aumento de linhagens e espécies de mamíferos que foram colonizando os 

diferentes meios ecológicos (BOND-BUCKUP et al., 2010), e durante o seu processo de 

evolução e diversificação estimado no final do jurássico, aproximadamente 166 milhões de 

anos, a partir de um ancestral sinapsida, os mamíferos foram adquirindo distintas 

transformações resultantes das diversas adaptações necessárias ao longo do tempo para que se 

tornassem herbívoros (WILSON; REEDER, 2005). 

 

2.2  HERBIVORIA EM MAMÍFEROS 

Como estratégia alimentar, a herbivoria é amplamente distribuida em outros grupos de 

animais que incluem aves, peixes, anfíbios e répteis (CAMPBELL, 1996). Dentro da classe 

Mammalia, a herbivoria é partilhada nas ordens Marsupilia (cangurus, coala, wallabies e 
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vombates), Rodentia (capivaras, castor, ratos), Lagomorpha (coelhos e lebres), Afrotheria 

(elefantes, dugongo e peixe boi), Perissodactyla e Artiodactyla (ruminantes, tilópodes e 

hipopótamos) (CAMPBELL, 1996). 

  A estratégia alimentar de herbivoria foi bem aproveitada porque algumas  

transformações   morfológicas e fisiológicas foram necessárias, dentes fortes e músculos 

mandibulares maiores que suportassem o atrito, um sistema digestivo capaz de realizar a 

fermentação de alimentos contendo celulose (um polissacarídeo composto por unidades de 

glucose, hemicelulose, e lignina) e o desenvolvimento de pernas longas, redução e perda de 

digitos incluindo uma postura do corpo que permitesse uma locomoção rapida (JANIS, 2007).  

As transformações em mamíferos herbívoros permitiram o surgimento de dois grupos 

de fermentadores: monogástricos ou pós-gástrico (ordens Perissodactyla, Artiodactyla, 

Lagomorpha, Afrotheria, Rodentia, Metatheria e Primatas) e poligástricos (MACKIE, 2002; 

TRAN, 2016). De forma breve, o processo de fermentação deste grupo é dividido em dois 

tipos, ou seja, a fermentação do cólon e a fermentação do ceco (HUME; WARNER, 1980). 

Na fermentação do cólon (elefantes, rinocerontes, equinos) o conteúdo da região próximal do 

cólon se mistura de maneira livre como se trata de uma área maior de fermentação, e, em 

contraste, os fermentadores do ceco, apresentam um ceco largo que retém os solutos e as 

pequenas partículas (o porquinho-de-guine, capivara e javalis, são alguns exemplos de 

fermentadores do ceco) (HUME; WARNER, 1980). 

O outro grupo de mamíferos herbívoros é conhecido como fermentadores poligástricos 

ou pre-gástricos (MACKIE, 2002; TRAN, 2016). Segundo MACKIE (2002) os mamíferos 

herbívoros poligástricos podem ser classificados como pseudoruminantes aqueles que 

apresentam dois pré-estômagos rúmen e retículo (camelos, alpacas, vicunhas, guanacos, 

lhamas e hipopótamos) e ruminantes verdadeiros os que apresentam três pré-estômagos 

rúmen, retículo e omaso (bovinos, caprinos, ovinos, girafídeos, antilocaprídeos, cervídeos ), 

não existindo uma distinção clara entre a terceira cavidade (omaso) dos pseudo-ruminantes e a 

quarta (abomaso) dos ruminantes verdadeiros (GÜRELLI; DAW, 2020). 

 

2.3  ORIGEM E EVOLUÇÃO DOS RUMINANTES 

Apesar de ser um dos grupos de mamíferos com o registro fóssil mais conhecido no 

Terciário, a origem evolutiva e biogeográfica dos ruminantes no Eoceno permanece um 

assunto de debate desde o passado (VRBA; SCHALLER, 2000). Existe, por exemplo, grande 

controvérsia sobre o grupo extinto mais relacionado aos ruminantes. Enquanto alguns autores 

apontam para Protoceratidae, outros apontam para Amphimerycidae, Dichobunidae ou 
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Bunoselenodontia, alguns dos quais são admitidos por vários autores como ruminantes basais 

(NORRIS, 2000; GEISLER; UHEN, 2005; PROTHERO, 2005; STUCKY, 2005; O'LEARY, 

GATESY, 2008).  

Nosso conhecimento sobre o surgimento e a radiação basal do grupo se deve 

principalmente a um registro bastante completo das formas de selenodonte do Eoceno Médio 

da América do Norte (MÉTAIS; VISLOBOKOVA, 2007). No entanto, a descoberta de 

Archaeomeryx na Mongólia (Eoceno Médio) chamou a atenção para o continente asiático 

como um possível berço do grupo, e desde então, vêm aumentando o registro fóssil conhecido 

de ruminantes basais neste continente (WEBB; TAYLOR, 1980; MÉTAIS et al., 2000, 2001, 

2007). Para muitos, Archaeomeryx é o ruminante mais antigo, embora sua posição 

filogenética dentro de "Tragulina" não seja muito clara e outros o tenham proposto como mais 

próximo de Pecora (VISLOBOKOVA, 1990). 

Pela sua importância na participação dos processos fisiológicos da maioria dos 

herbívoros ruminantes, a dinâmica evolutiva dos ciliados do rúmen foi sugerida como 

intimamente associada à radiação de seus hospedeiros (IMAI, 1998; MOON-VAN DER 

STAAY et al., 2014; VĎAČNÝ, 2015). Por exemplo, a fermentação pregástrica é encontrada 

em quase todos os membros da ordem Artiodactyla, ou seja, na subordem Ruminantia, as 

famílias Cervidae, Giraffidae, Bovidae, Antilocapridae e Tragulidae; na subordem Tylopoda, 

os Camelidae; e, na subordem Suina, os Tayassuidae e Hippopotamidae (HUME; WARNER, 

1980). Alguns autores (LEY et al., 2008; MUEGGE et al., 2011; ZHANG et al., 2016), 

sugerem que mudanças climáticas e alterações na cobertura vegetal foram impulsionadores na 

coevolução da relação simbiontes-hospedeiros entre ciliados e ruminantes. 

Em geral, a evolução de Pecora foi marcado pelas adaptações locomotoras e 

alimentares, existindo em elas um alto grau de direcionalidade entre os diferentes grupos. 

Atualmente os Pecora incluem cinco familias: Antilocapridae, Giraffidae, Bovidae, 

Moschidae e Cervidae (LÓPEZ-CANTALAPIEDRA, 2012). 

 

 

Figura 1. Hipótese filogenética para os grupos de ruminantes propostos por HERNANDEZ 

FERNANDEZ; VRBA (2005), utilizando a morfologia, etologia e informações 

moleculares. As diferentes cores representam as seis familias incluidas na subordem 

Ruminantia. 
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                    Fonte: Adaptado de LÓPEZ-CANTALAPIEDRA (2012) 

 

2.4  MECANISMO DE RUMINAÇÃO 

Entre os mamíferos herbívoros, os ruminantes são considerados os mais bem 

sucedidos, com ampla diversidade taxonômica e distribuição geográfica (FERNANDEZ; 

VRBA, 2005; JANIS, 2007; RODRIGUES, 2016). Os ruminantes estão agrupados em uma 

subordem de mamíferos Artiodáctilos, conhecida por Ruminantia, a qual compreende 

aproximadamente 200 espécies classificadas dentro de seis famílias: Tragulidae, 

Antilocapridae, Giraffidae, Bovidae, Cervidae e Moschidae (WILSON; REEDER, 2005; 

FERNANDEZ; VRBA, 2005). Uma das características que dá nome ao grupo é o fato de 

apresentarem o mecanismo de ruminação que pode ser definido como a regurgitação da 

ingesta fibrosa do rúmen à boca, remastigação e resalivação, seguida de uma deglutição e 

retorno do material para o rúmen (WELCH, 1982) (Figura 2). 

A ruminação é considerada um comportamento inato dos ruminantes visto que 

ocorrem, em bovinos recém-nascidos de 5 a 8 dias e em ovinos de 3 a 5 dias, submetidos a 

uma alimentação com leite, movimentos irregulares de mastigação (MEMBRIVE, 2016). 

Em geral, alguns ruminantes como bovinos, ovinos e caprinos começam a ruminar 

assim que começam a consumir rações sólidas desde a primeira semana de vida. Ao ingerir 

alimentos, os ruminantes mastigam muito rudimentarmente e, este alimento pouco mastigado, 

é transportada para o compartimento ruminoreticular. Neste compartimento, as rações 

absorvem água tornando-se turgescentes, aumentam a densidade, são misturadas ao conteúdo 

ruminal pré-existente, são fragmentadas por movimentos desencadeados na cavidade 
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ruminoreticular, e, são, inicialmente, digeridas pelos microrganismos ali existentes (WELCH, 

1982). Após um determinado período, pequenas porções da ração ingerida são redirecionadas 

para a cavidade bucal passando pelo esôfago e faringe, e mastigadas uma segunda vez 

(WELCH, 1982) (Figura 2). Este processo de ruminação, em alguns animais começa de 30 a 

70 min após a ingestão da ração, por exemplo em bovinos, e 20 a 45 min em ovinos, podendo 

consistir em quatro fases distintas: regurgitação, remastigação, resalivação e redeglutição 

(MEMBRIVE, 2016). 

Figura 2. Ilustração do sistema digestivo de um ruminante adulto representando as partes do 

trato gastrointestinal e o caminho percorrido pelo processo de ruminação. As setas 

marcadas em vermelho representam a primeira deglutição do alimento, as setas 

representadas pela cor verde ilustram o caminho da regurgitação e as setas em azul, o 

caminho percorrido pelo alimento após a segunda deglutição. 

            Fonte:http://bbmascote.blogspot.com/2012/11/processo-digestivo-na-vaca-de-leite-as.html 

(acessado em 11 de Agosto de 2021). 

 

O processo de ruminação proporciona condições para que a ração ingerida seja 

suficientemente reduzida para passar do retículo ao omaso através do orifício retículo-omasal. 

Portanto, se a dieta for composta por rações contendo alto teor de fibras, o processo de 

ruminação torna-se fundamental para o ruminante porque, em sua ausência, a ração não seria 

fragmentada o suficiente para chegar ao omaso, interrompendo seu trânsito através do 

compartimento subsequente do tubo digestivo (MEMBRIVE, 2016). Por outro lado, a 

http://bbmascote.blogspot.com/2012/11/processo-digestivo-na-vaca-de-leite-as.html
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ruminação permite uma aceleração da passagem da alimentação através dos pré-estômagos; 

caso contrário, a alimentação permaneceria lá por muito mais tempo até ficar reduzida a 

pequenas partículas de alimentação. Esta aceleração da passagem permite a ingestão de mais 

ração em um determinado período de tempo e, como resultado, uma maior quantidade de 

substratos ou nutrientes digeríveis fica disponível para o animal obter a energia necessária 

(MEMBRIVE, 2016). 

 

2.5  CARACTERIZAÇÃO DO ECOSSISTEMA RUMINAL 

O rúmen, também conhecido como a câmara fermentativa, constitui um 

compartimento fundamental dos mamíferos herbívoros ruminantes (RODRIGUES, 2016) 

(Figura 3), apresentando-se em um formato de saco com uma capacidade volumétrica média 

de 150-200 litros (MEMBRIVE, 2016; RODRIGUES, 2016). O interior do compartimento 

ruminoreticular se conecta ao esôfago e ao omaso, através de uma abertura localizada nas 

extremidades da ranhura reticular. O esôfago se abre dorsalmente para uma região comum aos 

compartimentos, rúmen e retículo. Posteriormente, o orifício reticular-omasal liga o retículo 

ao omaso. Este compartimento preenche a maior parte do antímero total esquerdo da cavidade 

abdominal e, através do segmento caudal-ventral, atravessa o plano médio e atinge a metade 

direita da cavidade abdominal (MEMBRIVE, 2016). 

 

Figura 3.Representação esquemática do estômago de mamíferos ruminantes, com a ilustração 

dos compartimentos: Rúmen, Abomaso, Omaso e Retículo.   

 

       Fonte: https://www.infoescola.com/animais/ruminantes/ (Acessado em 13 de Agosto de  

2021).  

https://www.infoescola.com/animais/ruminantes/
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Dentre as câmaras estômacais dos ruminantes, o rúmen, em especial, é colonizado por 

uma diversidade de microrganismos procariotos (bactérias e archeas) e eucariotos 

(protozoários ciliados e fungos), considerada uma das mais diversas populações do 

ecossistema microbiano da natureza (AGARWAL et al., 2015; COMTET-MARRE et al., 

2017), desempenhando funções essenciais para os seus hospedeiros. Parte desses 

microrganismos são especializados na degradação de polissacarídeos vegetais e, portanto, 

constituem uma comunidade essencial para o fornecimento de energia ao animal hospedeiro 

(WHITE et al., 2014), ou seja, os ruminantes são capazes de digerir alimentos altamente 

fibrosos com a ajuda da digestão fermentativa realizada pelos microrganismos presentes no 

rúmen e no retículo (AGARWAL et al., 2015).  

O processo de digestão ocorre pela influência de vários fatores nomeadamente, tempo 

de retenção das rações no retículo ruminal, mastigação e mistura de saliva, taxa de fluxo de 

digestão para omaso e parte inferior do trato digestivo, ação tamponante da saliva e remoção 

contínua dos metabólitos como ácidos graxos voláteis (VFA), amônia, dióxido de carbono e 

metano (WHITE et al., 2014). A maioria dos ácidos graxos voláteis e amônia que são 

resultantes desse processo de digestão são posteriormente absorvidos através das paredes dos 

compartimentos pré-abomasais principalmente por difusão, e os gases CO2 (dióxido de 

carbono) e CH4 (metano) são removidos durante a eructação (capacidade de eliminar os gases 

produzidos durante a fermentação para o ambiente externo através do esôfago, cavidades oral 

e anal) (RODRIGUES, 2016; LOZANO et al., 2017).  

O processo de eructação é vital para a manutenção do pH no ambiente ruminal e 

sobrevivência do hospedeiro. No entanto, este processo representa perda de energia para o 

animal (entre 5-19% da energia oriunda da dieta), além de acarretar danos ambientais 

(emissão de até 60% de metano ao ambiente) (MALMUTHUGE; GUAN, 2017). 

 

Tabela 1.Composição do ecossistema microbiano do rúmen.  

Microrganismos Número de organismos/g 

do conteúdo ruminal 

Porcentagem da biomassa 

microbiana 

Bacteria 10
10

–10
11

 40–50 

Protozoa 10
4
  –10

6
 40–50 

Archaea 10
7
 –10

8
 2–3 

Fungos 10
3
  –10

5
 3–4 

Fonte: Adaptado de AGARWAL et al. (2015) e ROSSI et al. (2017) 
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2.6  PROTISTAS CILIADOS DO RÚMEN 

Os microeucariotos unicelulares ciliados (Alveolata, Ciliophora) compõem um grupo 

são amplamente diversificados morfologicamente e incluem mais de 8000 espécies descritas, 

das quais por volta de 3000 espécies são simbiontes ou parasitas, sendo distribuídas em uma 

ampla gama de hospedeiros de invertebrados e vertebrados. Entre os ciliados simbióticos de 

vertebrados, uma porção significativa é encontrada em simbiose com mamíferos herbívoros, e 

são distribuídos principalmente em duas subclasses, Trichostomatia Bütschli e Suctoria 

Clapèrede & Lachmann (LYNN, 2008). 

Na classificação de LYNN, 2008 a subclasse Trichostomatia é constituida por três 

ordens: Entodiniomorphida, Macropodiniida e Vestibuliferida, incluindo aproximadamente 

1,000 espécies, 129 géneros e 21 famílias (mais recentemente com nova família proposta) (LI 

et al., 2022), sendo que a maior parte da diversidade de espécies da subclasse ocorre dentro 

das ordens Entodiniomorphida e Vestibuliferida (CEDROLA et al., 2020). As características 

que definem Ciliophora sãos: dimorfismo nuclear (presença de um macronúcleo e um ou mais 

micronúcleos), reprodução sexuada por meio de conjugação e presença de uma complexa 

infraciliatura (LYNN; CORLISS, 1991). 

Embora a classificação de LYNN (2008) tenha sido muito útil para subsequentes 

classificações, sabe se que as análises moleculares sugerem a existência da bifurcação dos 

ciliados em dois clados maiores: Subfilo Intramacronucleata e Subfilo Postciliodesmatphora 

(Figura 4) (GAO et al., 2016). 

 

Figura 4. Classificação do filo Ciliophora segundo GAO et al., 2016. 
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A ordem Vestibuliferida é composta por simbiontes do trato gastro-intestinal de uma 

gama de vertebrados, tais como mamíferos placentários, aves, répteis, peixes, anfíbios e 

insetos, com exceção da espécie Balantioides coli, que é considerado o único ciliado que 

apresenta uma relação de parasitismo em primatas (CORLISS, 1979; WRIGHT, 2015), 

embora ocorra em outros organismos. No ambiente ruminal, os ciliados vestibuliferídeos 

estão representados pelas famílias Isotrichidae e Dasytrichidae (LI et al., 2022). Com 

aproximadamente 15 espécies, estas famílias apresentam ampla distribuição em mamíferos 

ruminantes, pseudoruminantes e no intestino de não-ruminantes (LYNN, 2008; WRIGHT, 

2015; BARDELE et al., 2017). 

A ordem Entodiniomorphida é caracterizada pela riqueza de espécies com 

aproximadamente 260 espécies, sendo amplamente encontradas como simbiontes no trato 

gastrointestinal de diversos hospedeiros mamíferos das ordens Artiodactyla, Perissodactyla, 

Afrotheria e Rodentia (OGIMOTO; IMAI, 1981; WILLIAMS; COLLEMAN, 1992, LYNN, 

2008). Dentro da ordem Entodiniomorphida, a família Ophryoscolecidae Stein, 1859 é 

considerada a mais diversa, englobando espécies de protistas ciliados que ocorrem somente no 

rúmen de mamíferos herbívoros ruminantes e pseudoruminantes (OGIMOTO; IMAI, 1981; 

WILLIAMS; COLLEMAN, 1992; WRIGHT, 2015). 

Ophryoscolecidae, compreende aproximadamente 225 espécies de ciliados 

trichostomatideos distribuidos ao longo das três subfamílias: Entodiniinae Lubinsky, 1957, 

Diplodiniinae Lubinsky, 1957, e Ophryoscolecinae Lubinsky, 1957  (CEDROLA et al., 2020). 

Estas subfamílias são muitas vezes associadas com mamíferos herbívoros ruminantes e 

participam em processos de digestão de alimentos vegetais ingeridos pelos seus hospedeiros 

(FIRKINS et al., 2020). Nesse sentido, questões relativas ao metabolismo desses ciliados têm 

sido intensamente estudadas (FIRKINS et al., 2020; NEWBOLD et al., 2015), enquanto 

questões relativas a sua sistemática ainda permanecem pouco compreendidas (CEDROLA et 

al., 2020). 

A terceira ordem, Macropodiniida, é composta apenas por ciliados presentes no 

estômago (não rúmen) de marsupiais das famílias Macropodidae (cangurus, wallabies e 

wallaru) e Vombatidae (vombates) (LYNN, 2008; VĎAČNÝ, 2018). 

 

2.7  CARACTERIZAÇÃO DAS SUBFAMÍLIAS DE OPHRYOSCOLECIDAE  

A família Ophryoscolecidae (Ciliophora, Entodiniomorphida) é formada por um grupo 

diverso de ciliados monofilético e simbiontes de mamíferos herbívoros, essencialmente 

associados a ruminantes e pseudoruminantes (CEDROLA et al., 2020; FIRKINS et al., 2020). 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jeu.12915#jeu12915-bib-0079
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jeu.12915#jeu12915-bib-0079
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jeu.12915#jeu12915-bib-0079
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jeu.12915#jeu12915-bib-0014
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jeu.12915#jeu12915-bib-0039
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Apresentam um papel fundamental no que diz respeito na influência do funcionamento 

ruminal da maioria dos seus hospedeiros (FIRKINS et al., 2020). Até agora, a família inclui 

aproximadamente 225 espécies, distribuídas em três subfamílias (Entodininae, Diplodiniinae e 

Ophryoscolecinae) e dezesseis gêneros (Entodinium, Diplodinium, Diploplastron, Eodinium, 

Elytroplastron, Enoploplastron, Eremoplastron, Eudiplodinium, Metadinium, Ostracodinium, 

Polyplastron, Caloscolex, Epidinium, Epiplastron, Opistotrichum, e Ophryoscolex 

(WILLIAMS; COLEMAN, 1992), classificados com base na morfologia do corpo, formato e 

posição dos núcleos, forma das placas esqueléticas, ciliatura e infraciliatura (WILLIAMS; 

COLEMAN, 1992). Asseguir ilustramos de forma geral e resumida a morfologia das três 

subfamílias mencionadas acima. 

 

2.7.1 SUBFAMÍLIA ENTODININAE 

 É composta somente pelo gênero Entodinium e é caracterizada por apresentar uma 

única zona de ciliatura, zona de ciliatura adoral e, um único vacúolo contrátil (Figura 5) 

(LUBINSKY, 1957c). O gênero Entodinium, descrito pela primeira vez por Stein 1914, é 

caracterizado conforme o formato e tamanho corporal, morfologia do aparato nuclear, da 

citofaringe e do citoprocto, posição do vacúolo contrátil, além da presença e morfologia de 

processos caudais (OGIMOTO; IMAI, 1981; WILLIAMS; COLLEMAN, 1992). Alguns 

estudos (ITO; IMAI, 2006; MISHIMA et al., 2009) mostram que a morfologia da 

infraciliatura oral das espécies deste gênero tem acrescentado informações relevantes nos 

estudos morfológicos e taxonômicos das espécies deste grupo. O gênero Entodinium é o mais 

diverso entre os ciliados endossimbiontes de mamíferos herbívoros. 

Figura 5. Ilustração da morfologia geral de protozoários da subfamília Entodiniinae. 

 

                                    Fonte: Modificado de DEHORITY (1993) 
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2.7.2 SUBFAMÍLIA DIPLODINIINAE 

 Apresenta duas zonas de ciliatura, zona de ciliatura adoral e zona de ciliatura dorsal, 

situadas no mesmo plano transversal (Figura 6) (ROSSI et al., 2015). Dois ou mais vacúolos 

contráteis estão presentes e o micronúcleo situa-se entre o macronúcleo e a membrana 

corporal (OGIMOTO; IMAI, 1981). As placas esqueléticas podem estar presentes ou não. 

Esta subfamília inclui grande parte dos gêneros de ciliados que são comumente descritos no 

ambiente ruminal (Diplodinium, Eodinium, Eremoplastron, Eudiplodinium, Diploplastron, 

Metadinium, Polyplastron, Elytroplastron, Enoploplastron e Ostracodinium (LUBINSKY, 

1957c). 

 

Figura 6. Ilustração da morfologia geral de protozoários da subfamília Diploniinae.  

 

                          Fonte: Modificado de DEHORITY (1993) 

 

2.7.3 SUBFAMÍLIA OPHRYOSCOLECINAE 

 É composta pelos gêneros Epidinium e Ophryoscolex e, como acontece com 

subfamília Diploniinae, a subfmília Ophryoscolecinae também apresenta duas zonas de 

ciliatura, porém em planos transversais diferentes. Todos os ciliados desta subfamília 
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apresentam placas esqueléticas, dois ou mais vacúolos contráteis e o micronúcleo situa-se 

entre o macronúcleo e a membrana corporal (Figura 7) (LUBINSKY, 1957c). 

Os membros do gênero Epidinium são caracterizados por um corpo cilíndrico e 

relativamente longo, com 109 x 46 μm de comprimento, e uma zona ciliar dorsal deslocada 

posteriormente da zona oral. As espécies do gênero Epidinium possuem três placas 

esqueléticas descritas como dorsal, mediana e ventral. Embora estas placas sejam 

características do gênero, elas nem sempre são fáceis de observar e a maneira mais simples de 

identificar o gênero é pela sua forma do corpo. Embora o gênero tenha sido descrito pela 

primeira vez por FIORENTINI (1889), ele foi classificado como Diplodinium e Ophryoscolex 

antes de CRAWLEY (1923) estabelecer o gênero Epidinium 

Figura 7- Ilustração da morfologia geral de protozoários da subfamília Ophryoscolecinae.  

 

                           Fonte: Adaptado de DEHORITY (1993) 

Ainda dentro da subfamília Ophryoscolecinae, encontramos ciliados do gênero 

Ophryoscolex descrito pela primeira vez por STEIN (1858).Os organismos deste gênero são 

os mais complexos vistos estruturalmente e distintos dos protozoários do grupo 

entodiniomorfo encontrados no rúmen de mamíferos. São geralmente caracterizados por uma 

formidável variedade de espinhos caudais. A zona dorsal dos cílios é deslocada 

posteriormente cerca de um terço do comprimento do corpo e forma uma cintura em torno de 
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três quartos da circunferência do corpo, que é aproximadamente circular em seção transversal. 

Existem três placas esqueléticas compridas abaixo da superfície direita do corpo 

(WILLIAMS; COLEMAN, 1992). 

Em termos de complexidade estrutural, FURNESS; BUTLER (1988) sugeriram que 

Ophryoscolecinae apresentam maior complexidade em seu aparelho oral e, portanto, são 

capazes de fazerem a ingestão de particulas/fibras maiores; Diplodiniinae são capazes de 

ingerirem fibras contendo fragmentos de tamanho intermediário, e os representantes da 

subfamília Entodiniinae ingerem fibras menores incluíndo bactérias (ROSSI et al., 2015).  

Outra característica marcante na família Ophryoscolecidae é a presença da 

infraciliatura e de acordo com o tipo, existem 12 padrões de infraciliatura oral descritas para 

família Ophryoscolecidae, nomeadamente: Entodinium-tipo, Diplodinium-tipo Diplodinium 

polygonale-tipo, Diplodinium leche-tipo, Diplodinium nanum-tipo, Eodinium 

posterovesiculatum-tipo, Ostracodinium gracile-tipo, Ostracodinium mammosum-tipo, 

Ostracodinium damaliscus-tipo, Enoploplastron stokyi-tipo, Epidinium-tipo e Ophryoscolex-

tipo (FERNANDEZ-GALIANO 1959; NOIROT-TIMOTHÉE, 1960; ITO et al., 1997; ITO; 

IMAI 1998, 2003, 2005, 2006; ITO et al., 2001, 2002; MISHIMA et al., 2009). ROSSI et al. 

(2015) sugeriram que a morfologia da infraestrutura oral dentro da subfamília 

Ophryoscolecidae pode refletir genuinamente divergência evolutiva para o grupo. 

 

2.8 INTERAÇÃO DOS CILIADOS COM OUTROS MICRORGANISMOS DO RÚMEN  

O rúmen, como dizemos anteriormente, apresenta características que mantêm as 

populações microbianas (KOZLOSKI, 2011, WLODARSK et al., 2017). Por outro lado, 

DEHORITY (2004) descreve que as interações entre as populações de microrganismos 

ruminais podem ser de três tipos: parasitismo, onde um microrganismo é favorecido perante 

algum dano causado a outro; mutualismo, quando os dois são beneficiados, e, comensalismo, 

quando somente um microrganismo se beneficia e o outro não sofre efeitos (WLODARSK et 

al., 2017). 

No entanto, um comportamento peculiar dos protozoários ciliados do rúmen pode ser 

constatado (predação), diminuindo a biomassa bacteriana encontrada na forma livre no 

ambiente  (HSU et al., 1991; WLODARSK et al., 2017), e ao mesmo tempo, interfere no 

número e totalidade das bactérias ruminais (WLODARSK et al., 2017). Além disso, os 

protozoários ciliados de menor tamanho no rúmen, principalmente os do gênero Entodinium, 

são predados por espécies de maior tamanho, por exemplo, Diplodinium, Polyplastrom, 

Ostracodinium (FRANZOLIN; DERORITY, 1999). Devido a essa característica predatória 
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dos ciliados do rúmen, alguns autores (DEHORITY; ORPIN, 1997; WLODARSK et al., 

2017) indicam que esta poderia ser a causa da grande diversidade morfológica para espécies 

que ocupam o ambiente ruminal. 

Na interação entre os microrganismos do rúmen, alguns são extremamente 

dependentes de outros, principalmente em relação ao suprimento de nutrientes, como também 

agem de forma antagonista entre si liberando componentes antimicrobianos (WRIGHT et al., 

2004; KAMRA, 2005). As interações e interelações entre as populações de microrganismos 

ruminais podem apresentar efeito positivo ou negativo, o qual interfere diretamente no 

hospedeiro, principalmente sobre a digestibilidade e aproveitamento dos nutrientes ingeridos 

(WLODARSK et al., 2017). 

 

Figura 8. Ilustração sobre a interação de protozóarios do rúmen com outros microrganismos 

(primeira figura) e fotomicrografias evidenciando o comportamento de predação em 

protozoários ciliados (segunda figura). Legenda: P1 (predador) e P2 (presa).P1-

predador; P2-presa 

     

Fonte: Modificado de KOZLOSKI (2011)                 Fonte : Elaborado pelo autor (2022)  

 A importância dos ciliados do rúmen vai além da criação de equilíbrio microbiano, 

porque a defaunação como processo de remoção de protozoários usando uma larga variedade 

de técnicas químicas e físicas, revela alterações nos parâmetros do rúmen e no desempenho ou 

produtividade do animal (Figura 9). Entre os parâmetros ruminais afetados pela remoção dos 

protozoários, destacamos: diminuição da digestibilidade ruminal, diminuição das quantidades 

de amônia ruminal, diminuição da quantidade dos ácidos graxos voláteis do rúmen, entre 

outros (NEWBOLD et al., 2015). E em relação aos efeitos no desempenho do animal, pode-se 
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mencionar a digestibilidade alimentar baixa, energia absorvida baixa entre outros 

(NEWBOLD et al., 2015). 

 

Figura 9. Efeito da defaunação nas funções ruminais e desempenho animal. Legenda: OM- 

Maéria orgânica; NDF- Fibras detergentes neutras; ADF- Fibras detergente 

acidificadas; DM- Matéria seca; CP- Proteina bruta. 

 

Fonte: NEWBOLD et al. (2015) 

 

2.9 IMPORTÂNCIA DA TAXONOMIA NOS ESTUDOS DE CILIADOS DO RÚMEN 

Os estudos taxonômicos são necessários para o conhecimento da biodiversidade 

existente, sobretudo, com a perda contínua das espécies conhecidas e não conhecidas. Estima-

se que nos últimos meio billhão de anos, a perda das espécies desde os microrganismos aos 

macrorganismos, seja entre 1000 e 10 000 vezes mais rápida (WILSON, 2003, THALER, 

2021). Nos tempos atuais, acredita-se que o conhecimento das espécies viventes esteja a quem 

da realidade, embora alguns estudos estejam estimando entre 5 a 100 milhões de espécies 

(WILSON, 2003, THALER, 2021). Apesar das estimativas, apenas 2 milhões foram 

cientificamente identificadas e descritas (CHERIAN, 2004), daí a necessidade e importância 

dos estudos taxonômicos de macro e microrganismos.  

Estes estudos taxonômicos facilitam o reconhecimento e a descrição das espécies, e 

propõem as relações ocupadas em um determinado meio, tornando-se um elemento 
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significativo do estudo da biodiversidade  microbiana (CHEN et al., 2016). Um dos clássicos 

usos da taxonomia envolve estudos baseados nos conhecimentos morfológicos, etológicos e 

ecológicos. Nas últimas decadas, as análises filogenéticas baseadas em pesquisas com 

conhecimentos de dados moleculares em Ciliophora, têm contribuido bastente para o 

aprefeiçoamento dos estudos taxonômicos e sobre sistemática para o grupo (GENTEKAKI et 

al., 2014; ZHANG et al., 2014; CHEN et al., 2015; LUO et al., 2015; WANG et al., 2015; 

CHEN et al., 2016). 

 

2.10 MÉTODOS PARA ESTUDOS TAXONÔMICOS DE PROTISTAS CILIADOS  

Desde a sua descoberta em 1843 por Gruby e Delafond, os protozoários ciliados do 

rúmen de mamíferos herbívoros têm sido estudados ao redor do mundo (ITO et al.,1995; 

SANTRA et al., 1998; GÖÇMEN et al., 2002; MERMER et al., 2003; GÖÇMEN; 

KARAOGLU, 2005; CARVALHO et al., 2011; GÜRELLI et al., 2016; EBRAHIMI et al., 

2018). Porém, os protistas do rúmen constituem um grupo morfologicamente diverso, e por 

isso, poucos são os métodos capazes de revelar todos os detalhes para uma descrição 

adequada e completa para todos os grupos de ciliados (FOISSNER, 2014). A descrição de 

protistas ciliados do rúmen requer, no mínimo, uma coloração com solução à base de iodo e 

impregnação pelo carbonato de prata. No entanto, observações in vivo, colorações com 

solução de verde brilhante, coloração de protargol, e a utilização da microscopia eletrônica de 

varredura proporcionam uma ampla gama de caracteres morfológicos essenciais nas 

descrições taxonômicas dos ciliados (NOIROT-TIMOTHÉE, 1960; IMAI; OGIMOTO, 1978; 

OGIMOTO; IMAI, 1981; D‟AGOSTO; SANTA-ROSA, 1994; D‟AGOSTO; CARNEIRO, 

1999; ITO; IMAI, 2006). 

As observações in vivo são essenciais nos estudos taxônomicos pelo fato de 

permitirem a descrição de informações que não são possíveis identificar em preparações 

fixadas, porérm, devido às dificuldades para manter os microrganismos com vida durante 

muito tempo em laboratório, são raras as observações  de ciliados in vivo (SHARP, 1914; 

KOFOID; MACLENNAN, 1933; NOIROT-TIMOTHÉE, 1960; FOISSNER, 2014; 

CEDROLA et al., 2015). Existem dois tipos de sistemas para cultivo de ciliados: o sistema de 

lotes e o sistema de cultura contínua ou rúmen artificial (OGIMOTO; IMAI,1981), que são 

caracterizados por serem dois sistemas despendiosos.  

Como uma alternativa para observações de ciliados do rúmen in vivo,as amostras do 

conteúdo ruminal podem ser conservadas em recipientes térmicos permitindo a sobrevivência 

de microrganismos em especial Ophryoscolecidae e Isotrichidae em um período de 
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aproximadamente 12h, tempo suficiente para um estudo taxonômico (CEDROLA et al., 

2015). As observações in vivo permitem analisar as seguintes características: o aspecto das 

zonas ciliares, forma e coloração do corpo, morfologia do vestíbulo, presença ou ausência de 

vacuolos contráteis, número e posição de vacúolos contráteis, forma e posição do aparato 

nuclear, citoproto, e do comportamento dos organismos (Tabela 2) (CEDROLA et al., 2015). 

As técnicas de preparação semipermanentes, à base de iodo e de verde brilhantes, são 

mais comuns nos estudos e revelam importantes traços taxonômicos usados para identificação 

de gêneros de protistas ciliados (KOFOID; MACLENNAN, 1932; KOFOID; 

CHRISTENSON, 1933; CLARKE, 1964; DEHORITY, 1984; IMAI, 1988; WILLIAMS; 

COLEMAN, 1992; D‟AGOSTO; CARNEIRO, 1999) (Figura 10). A preparação 

semipermanente à base de iodo é uma técnica mais adequada para visualização das placas 

esqueléticas por estas terem afinidade com polissacarideos. A técnica, preparação à base de 

iodo,  é caracterizada por ser prática, rápida e de fácil reprodução para estudos de ciliados de 

mamíferos herbívoros (D‟AGOSTO; CARNEIRO, 1999). Para visualização de aparatos 

nucleares dos ciliados, as preparações com verde brilhante são as mais adequadas, sendo as 

técnicas mais frequentes utilizadas no estudo de ciliados do rúmen (CLARKE, 1964; 

OGIMOTO; IMAI, 1981; DEHORITY, 1984; CEDROLA, et al., 2015). 

Por outro lado, as técnicas que utilizam preparações semipermanentes possibilidam a 

visualização com detalhes dos caracteres taxonômicos (D'AGOSTO; SANTA-ROSA, 1994; 

ITO; IMAI, 1998). A técnica de impregnação pelo carbonato de prata descrita pela primeira 

vez por FERNANDEZ-GALIANO (1976) é rotineiramente usada em estudos taxonômicos de 

ciliados do rúmen por destacar de forma adequada a infraciliatura oral e somática, bem como, 

os apartos nucleares de muitos grupos de ciliados, em especial, Ophryoscolecidae (Tabela 2) 

(MISHIMA et al., 2009). 

Os microscópios eletrónico de varredura e o microscópio de transmissão são 

ferramentas frequentemente utilizadas nos estudos taxonômicos de ciliados do rúmen 

(GÜRELLİ, 2017). Estas ferramentas, são capazes de mostrar detalhes morfológicos tais 

como: a ornamentação da superfície externa e os arranjos dos kinetosomas que se formam na 

região oral da infraciliatura somática, estriações membranosas, poros de vacúolos contratéis, 

detalhes da ciliatura oral e somática e detalhes morfológicos de lobos ou espinhas na região 

posterior do corpo (Tabela 2) (NOIROT-TIMOTHÉE, 1960); IMAI; OGIMOTO, 1978; 

IMAI; TASHIRO, 1982; IMAI, 1988; IMAI et al., 1992; FOISSNER, 2014; CEDROLA, 

2015). 
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Figura 10. Alguns carateres morfológicos para identificação de gêneros de ciliados de 

mamíferos herbívoros. A) Formato corporal; B) Localização das zonas ciliares; C) 

Vacúolo de concrecação; D) Opérculo; E) Placas esquelética; F) Formato das placas 

esqueléticas; G) Formas dos macronúcleos; H) Localização dos micronúcleos. 

 

         Fonte: Modifcado de OGIMOTO; IMAI (1981) 
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Tabela 2. Principais estruturas ciliares reveladas por métodos morfológicos. MEV- 

Microscópio electrónico de varredura, MFS- methyl green formalin-saline , ++ 

excelente,  + Bom, +/-  efetivo as vezes, - não revelado.  

 

Estruturas reveladas 

Observação 

em vívo 

Solução 

de Lugol 

Solução 

MFS 

Protargol Carbonato 

de prata 

MEV  

Aparato nuclear + +/- ++ ++ ++ - 

Zonas ciliares ++ +/- +/- + - + 

Citoproto + ++ + + + + 

Coloração corporal + - - - - - 

Ornamentação na 

superfície corporal 
+/- +/- +/- +/- +/- + 

Forma do corpo ++ + + + + + 

Bandas infraciliares - - - +/- ++ 

 

- 

Placas esqueléticas + ++ +/- +/- +/- - 

Lobos caudais ou 

espinhas 
++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Vacúolos contráteis ++ + +/- +/- +/- - 

Forma do vestíbulo ++ + + +/- +/- - 
Fonte: Adaptado de CEDROLA et al. (2015) 

 

Os dados moleculares e filogenéticos, têm sido usados em estudos de protistas ciliados 

de mamíferos herbívoros ajudando no esclarecimento da história evolutiva e nas relações 

filogenéticas das espécies (WRIGHT et al., 1997; WRIGHT; LYNN, 1997; MODEO et al., 

2006, 2013). Numerosas técnicas tais como: RFLP (restriction fragment length 

polymorphism) (REGENSBOGENOVA et al., 2004a; TYMENSEN et al., 2012), DGGE 

(denaturing gradient gel electrophoresis) (REGENSBOGENOVA et al., 2004b; MCEWAN et 

al., 2005; DE LA FUENTE et al., 2009; BELANCHE et al., 2010; KITTELMANN; 

JANSSEN, 2011), qPCR (real-time polymerase chain) (SYLVESTER et al., 2004; 

SKILLMAN et al., 2006; BELANCHE et al., 2010; KITTELMANN; JANSSEN, 2011) e o 

sequenciamento de nova geração (NGS) (KITTELMANN et al., 2013; ISHAQ; WRIGHT, 

2014), têm revelado serem  úteis em estudos com ciliados do rúmen que colonizam diferentes 

mamíferos herbívoros. O uso dessas ferramentas tem se mostrado importante no estudo da 

diversidade microbiana do rúmen, permitindo resultados promissores na identificação, 

descrição ou redescrição de gêneros e espécies que não eram observados anteriormente com o 

uso de técnicas tradicionais. 
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3 CAPÍTULO 1 

 

CILIADOS DO RÚMEM (ALVEOLATA, CILIOPHORA) ASSOCIADOS COM 

CAPRINOS: CHECKLIST, DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA, ESPECIFICIDADE DO 

HOSPEDEIRO, FILOGENIA E DATAÇÃO MOLECULAR 

 

3.1 RESUMO 

Embora seja representativa a diversidade (~35 espécies) e a distribuição mundial de 

caprinos (Ruminantia, Bovidae, Caprinae) ao redor do mundo, os estudos sobre diversidade 

de ciliados simbiontes nestes mamíferos são escassos quando comparados com outros 

ruminantes. O presente trabalho realizou uma revisão e checklist de espécies com base em 

estudos taxonômicos, morfológicos e ecológicos de protozoários ciliados do rúmen de 

caprinos, apresenta distribuição geográfica e hospedeiros, bem como estima as relações 

macroevolutivas das espécies observadas nos estudos. Para tal, revisamos a literatura 

disponível nas bases de dados, os desenhos esquemáticos foram realizados com base em 

informações presentes na descrição original dos táxons e as relações filogenéticas inferidas 

com base em análises de Máxima Verossimilhança e Inferência Bayesiana.  De acordo com a 

revisão, 72 espécies e 14 gêneros de ciliados já foram registrados associados a caprinos. Em 

análise sobre associação entre gêneros de ciliados e hospedeiros caprinos, ficou demostrado 

que os ciliados estão mais associados com caprinos domésticos (Capra hircus-14 gêneros), 

em comparação com selvagens (Rupicapra rupicapra - seis gêneros, Capra ibex -um gênero e 

Capra pyrenaica -um gênero). Treze países foram identificados no mapa de distribuição como 

locais onde já foram observadas espécies de ciliados associadas com caprinos. A rede de 

interação ciliados e seus hospedeiros evidenciou que as espécies de ciliados associadas com 

caprinos ocorrem em outras espécies de mamíferos herbívoros. As hipóteses filogenéticas 

recuperadas demonstram que as espécies de ciliados em caprinos formam um grupo 

merofilético com idades máxima e mínima de cerca de ~8.2Ma e ~2.4Ma. Constatou-se 

igualmente que, grande parte dos estudos sobre diversidade de ciliados em caprinos não 

utiliza todas as técnicas necessárias e de forma integrativa, mas que isso é fundamental para 

descrições detalhadas e melhor conhecimento desta parcela da biodiversidade. 

 

Palavras-chave: Caprinae. Ruminantes. Espécies de ciliados. Simbiontes. Trichostomatia. 
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3.2 INTRODUÇÃO   

O ecossistema microbiano do trato digestivo de mamíferos herbívoros é um ambiente 

complexo formado por comunidades de bactérias, vírus, arquéias metanogênicas, fungos e 

protozoários ciliados (GÜRELLI; DAW, 2020). Os protozoários ciliados estabelecem 

relações simbióticas com os hospedeiros de modo a obter condições adequadas para o seu 

ciclo de vida (WRIGHT et al., 2011). Essas relações permitem a ocorrência de processos 

fermentativos por meio de atividades físicas e microbiológicas, o que facilita a transformação 

de componentes provenientes da dieta, em produtos úteis (ácidos graxos voláteis - AGVs, 

proteína microbiana, vitaminas, etc) para o hospedeiro (ZEINELDIN et al., 2018). 

Similarmente, os hospedeiros mantêm a população microbiana no rúmen ao ingerir e triturar 

os alimentos com regularidade e criam condições apropriadas para o crescimento microbiano, 

como pH ótimo, anaerobiose, temperatura e umidade adequadas (LOZANO et al., 2017).   

Os protozoários ciliados do rúmen podem contribuir com cerca de 50% da biomassa 

viável no ambiente ruminal, possuem tamanho de 20-200 μm (CHOUDHURY et al., 2012; 

NEWBOLD et al., 2015; FRANCISCO et al., 2019), são unicelulares, anaeróbicos, e ainda, 

não patogênicos ao hospedeiro (OGIMOTO; IMAI, 1981; WLODARSKI et al., 2017). Estes 

protozoários ciliados são classificados na subclasse Trichostomatia Butschli 1889, nas 

subordens Vestibuliferida Puytorac et al. 1974 e Endodiniomorphida Reichenow in Doflein e 

Reichenow 1929 (LYNN, 2008).  

Vestibuliferida é representada em grande parte, por endossimbiontes de vários 

vertebrados, como mamíferos placentários herbívoros, anfíbios, répteis, aves, exceto pela 

espécie Balantioides coli Malmstein 1857  (CORLISS, 1979), que é o único parasito da 

subclasse ocorrendo em humanos (WILLIAMS; COLEMAN, 1992; LYNN, 2008). A família 

Isotrichidae é representada pelos ciliados vestibulíferídeos no ambiente ruminal, tendo sido 

registrada em pseudoruminantes, ruminantes verdadeiros e no trato digestivo de não-

ruminantes (WRIGHT, 2015). A ordem Entodiniomorphida (~700 espécies) é diversamente 

encontrada no trato gastrointestinal de diversos hospedeiros mamíferos das ordens 

Artiodactyla, Perissodactyla, Afrotheria e Rodentia (OGIMOTO; IMAI, 1981; WILLIAMS; 

COLLEMAN, 1992; LYNN, 2008). A família Ophryoscolecidae é a mais diversa dentro da 

ordem Entodiniomorphida, e inclui espécies de protozoários ciliados que ocorrem 

essencialmente em mamíferos herbívoros ruminantes verdadeiros e pseudoruminantes 

(OGIMOTO; IMAI, 1981; WRIGHT, 2015). 

Dentre os grupos de mamíferos ruminantes que abrigam ciliados endossimbiontes do 

trato gástrico, os caprinos são muito pouco estudados (CEDROLA et al., 2020), pois as 
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pesquisas baseadas em morfologia, taxonomia, ecologia e filogenia de ciliados simbiontes de 

mamíferos herbívoros têm sido conduzidas, na sua maior parte, em hospedeiros como 

bovinos, ovinos, camelos, búfalos, llamas, girafas, elefantes, como mostra o trabalho de 

CEDROLA et al. (2020), que faz uma revisão bibliográfica de pesquisas com protozoários 

ciliados do trato digestivo de diferentes hospedeiros.  

Ainda, os poucos trabalhos existentes com ciliados do ambiente ruminal de caprinos 

focam, essencialmente, em aspectos relacionados com a fisiologia do hospedeiro 

(KOCABATMAZ et al., 1992; SHI et al., 2008; ABUBAKR et al., 2013; AZIZ et al., 2018; 

LANGDA et al., 2020), sendo escassos estudos taxonômicos que envolvem protozoários 

ciliados associados a este grupo de mamíferos ruminantes, dificuldando dessa forma, o 

conhecimeno da sua ciliatura e outros carateres importantes. Por isso, o objetivo deste 

trabalho foi de elaborar um inventário de espécies que ocorrem no rúmen de caprinos além de 

inferir as relações macroevolutivas das mesmas espécies. 

 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.3.1 REVISÃO DA LITERATURA: BASE DE DADOS  

De modo a obtermos informações sobre registros de espécies e distribuição geográfica 

de ciliados associados com hospedeiros caprinos, revisamos a literatura disponível nas 

seguintes plataformas: Google Scholar, Google Books, PubMed, Scielo, Scopus, MGRast e 

Web of Science (LUBINSKY, 1955; LUBINSKY, 1957; CHRISTL, 1958; IMAI et al., 1978; 

LEE, 1979; CRHA et al., 1985; FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; ITO et al., 

1995; GURUNG et al., 2002; GÖÇMEN; ATATUR, 2002; GÖÇMEN et al., 2002; MERMER 

et al., 2003; RASTGELD; GÖÇMEN, 2003; TALAR et al., 2004; GÖÇMEN; RASTGELDI, 

2004; GÖÇMEN; KARAOĞLU, 2005; GÖÇMEN et al., 2005; DE LA FUENTE et al., 2006; 

GÖÇMEN; SEZGIN, 2006; MERMER et al., 2006; DE LA FUENTE et al., 2009; BARAKA, 

2012; GÜRELLI, 2014; GÜRELLI et al., 2016; MOHAMED, 2017). A busca foi realizada 

usando todas as décadas disponíveis desde 1843 à 2020 nas diferentes bases de dados, bem 

como a combinação das seguintes palavras-chave: Ruminants, “Goats”, “Capra hircus”, 

“Rupicapra rupicapra”, “Capra ibex”, “Rumen”, “Protists”, “Protozoa”, “Ciliates”, “Ciliate 

distribution”, “Ciliates endosymbionts”, “Rumen protozoa”, “Ciliate fauna” and “Studies on 

ciliates”. O inventário foi organizado em formato de tabela (Tabela 1), constituída em 

subclasse, ordem, família, espécie e os países onde as espécies foram registradas. 
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3.3.2 DESENHOS ESQUEMÁTICOS    

Os desenhos esquemáticos das espécies mais frequentes de protozoários ciliados 

registradas em caprinos foram feitos com base em informações presentes na descrição original 

dos táxons (CHRISTL, 1958; FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; GÖÇMEN; 

RASTGELDI, 2004; GÖÇMEN et al., 2005). Todos os esquemas encontram-se orientados 

com a superfície anterior para o topo da página. 

 

3.3.3 MAPA DE DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA 

Para compreender a distribuição geográfica das espécies associadas com caprinos foi 

elaborado um mapa de distribuição geográfica, contendo o número de espécies e as 

respectivas localidades. Os dados quantitativos foram tabulados no Excel indicando o país e a 

quantidade de espécies. A planilha foi inserida no programa ArcgisPro 2.1 e os números 

foram inseridos nos limites políticos de cada país correspondente.  

 

3.3.4 CILIADOS E SEUS HOSPEDEIROS 

Com objetivo de compreender a relação entre as espécies hospedeiras e os gêneros dos 

protozoários ciliados foi esquematizado um diagrama circular por meio do programa online 

http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/. Os dados foram tabulados no Excel indicando os 

hospedeiros (Capra ibex, Capra pyrenaica, Rupicapra rupicapra e Capra hircus) e a 

quantidade de gêneros associados. 

A especificidade entre as espécies de ciliados e seus hospedeiros foi investigada 

usando uma rede de interações ciliados-hospedeiros. As espécies de ciliados utilizadas na rede 

foram incluidas por serem as que ocorrem em caprinos e em outros hospedeiros. Para tal, os 

dados de presença/ausência obtidos, foram tabulados no Excel e a rede de interação foi 

plotada no Software Rstudio através do pacote bipartite versão 2.15. A lista de hospedeiros 

utilizada foi obtida por meio de referências (DOGIEL, 1928; VASILY;  MITCHELL, 1974; 

DEHORITY, 1974; WILKINSON; VAN HOVEN, 1976; KLEYNHANS; HOVEN, 1976; 

VAN HOVEN et al., 1979; DEHORITY, 1987; TOWNE et al., 1988; DEHORITY, 1995; 

SELIM et al., 1996; DEHORITY, 1997; WRIGHT; LYNN, 1997; SELIM et al., 1999; 

FRANZOLIN;  DEHORITYL, 1999; DEHORITY et al., 1999; SU et al., 2000; TALAR et al., 

2004; IMAI et al., 2004; DE LA FUENTE et al., 2006; DEL VALLE et al., 2008; OBANDA 

et al., 2008; MARTINELE; D'AGOSTO, 2008; MISHIMA et al., 2009; BOOYSE;  

DEHORITY, 2012; BARAKA, 2012; BOOYSE et al., 2014; BOOYSE et al., 2015; CERÓN 

CUCCHI et al., 2016; CEDROLA et al., 2016; KIMURA et al., 2017; CEDROLA et al., 



59 
 

2017; GÜRELLI, 2017; GÜRELLI, 2018; CEDROLA et al., 2018) publicadas em distintas 

plataformas de bases de dados (CrossRef, Google Scholar e PubMed) usando como palavras-

chave os nomes científicos das espécies de ciliados e os respectivos nomes vulgares 

(populares) dos hospedeiros. 

  

3.3.5 ANÁLISES FILOGENÉTICA 

Um dataset de 18S-rDNA de ciliados representando a subclasse Trichostomatia foi 

montado usando o banco de dados GenBank (Setembro de 2020). Uma sequência 

representante da subclasse Haptoria (Spathidium papilliferum) foi escolhida como grupo 

externo. 

Como critérios de curadoria do banco de dados, somente foram selecionadas 

sequências maiores de 1.300 bp e de organismos identificados a nível específico. O 

alinhamento foi realizado no programa MAFFT v.7.0 (KATOH et al., 2019) e inspecionado 

visualmente usando o software SeaView v.7.5.8 (GOUY et al., 2009). Os sítios pobremente 

alinhados foram removidos usando o software online Gblocks v. 0.91b (CASTRESANA, 

2000), permitindo a obtenção de uma matriz de 1.549 pares de base. Esta matriz curada foi 

usada para inferência filogenética de Máxima Verossimilhança (MV) por meio de software 

RAxML v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014). O modelo de substituição de nucleotídeos GTR + G 

+ I foi escolhido como o melhor modelo pelo software JmodelTest v.2.1.4 (DARRIBA et al., 

2012) implementado na Plataforma MEGAX v.10.0.5 (KUMAR et al., 2018). O suporte dos 

ramos foi estimado usando o critério de convergência de bootstrap no software RAxML 

v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014), com 550 pseudoréplicas.  

A análise de Inferência Bayesiana (IB) foi realizada usando o programa MrBayes in 

XSEDE v.3.2.6 (RONQUIST et al., 2012) após um milhão de gerações em duas simulações 

simultâneas e independentes de Markov Chain Monte Carlo com três cadeias quentes e uma 

fria. Todas as árvores restantes depois do burn-in de 25% foram utilizadas para o cálculo das 

probabilidades posteriores por meio da regra de maior consenso. 

 

3.3.6 DATAÇÃO MOLECULAR  

Para estimar o tempo de divergência das espécies de protozoários ciliados associadas a 

caprinos, usamos a função RelTime (TAMURA et al., 2012) implementado no programa 

MEGAX v.10.0.5 (KUMAR et al., 2018). Com a ausência de registros fósseis para a 

subclasse Trichostomatia, a estimativa do tempo de divergência foi realizada utilizando 

calibração secundária a partir do tempo estimado para subclasse Trichostomatia, segundo 
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COSTA et al. (2021). A calibração foi feita na raiz de Trichostomatia usando a topologia de 

Máxima Verosimilhança, utilizando respectivamente como idades mínima e máxima, 3.8Ma e 

23.8Ma. 

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.4.1 BREVE HISTÓRICO SOBRE CILIADOS ASSOCIADAS COM CAPRINOS 

Os primeiros relatos de ciliados vivendo no trato digestivo de mamíferos herbívoros 

foram realizados por GRUBY; DELAFOND (1843), que na época, os chamaram de 

“animáculos”. Apesar das observações, os autores não descreveram e tampouco desenharam 

as espécies. Assim, os primeiros relatos contendo desenhos esquemáticos com ciliados do 

rúmen, só apareceram anos mais tarde, sendo atribuídos a COLIN (1854) as primeiras 

ilustrações de tricostomatídeos em observações vivas com amostras de mamíferos domésticos. 

Formalmente, F. STEIN (1858) foi o autor que trouxe publicação, taxonômica sobre ciliados 

tricostomatídeos, descrevendo espécies dos gêneros Isotricha, Entodinium, Ophryoscolex e da 

família Ophryoscolecidae, em ruminantes. Após essas primeiras constatações, os estudos com 

ciliados do rúmen foram ocupando um espaço considerável com relatos de descrições ou 

redescrições taxonômicas, morfológicas, ecológicas e filogenéticas em diferentes hospedeiros 

e espaços geográficos (CUNHA, 1914; WERTHEIM, 1934; OGIMOTO; IMAI, 1981; 

WILLIAMS; COLEMAN, 1992; D‟AGOSTO; SANTA-ROSA, 1998; ITO et al., 2010; 

CEDROLA et al., 2015; USHIDA, 2018; BERBER; GÜRELLI, 2019). 

No que diz respeito aos ciliados em caprinos, uma das primeiras análises foi registrada 

em 1934 com estudos morfológicos e quantitativos realizados por Wertheim em caprinos 

selvagens. Nesta ocasião, o autor quantificou e observou em três ruminantes (Rupicapra 

rupicapra) quatro gêneros de ciliados (Entodinium, Epidinium, Anoplodinium e 

Ophryoscolex), tendo descrito uma nova forma Ophryoscolex caudatus rupicaprae, 

caracterizada a partir da espécie Ophryoscolex caudatus que foi descrita por EBERLEIN 

(1895). O caráter distintivo do O. caudatus rupicaprae, consiste no formato dos espinhos 

caudais, os quais em sua superfície dorsal, possuem o formato simples e não bifurcado como é 

habitual nas espécies do gênero (WERTHEIM, 1934). Neste estudo de 1934, Wertheim 

identificou: Entodinium babici Wertheim, 1933; Entodinium simplex Dogiel, 1925; 

Entodinium nanellum Dogiel, 1921; Anoplodinium babici Wertheim, 1933; Anoplodinium 

costatum major Dogiel, 1925; Epidinium ecaudatum Fiorentini forma posterolatum 

Wertheim, 1933; e Epidinium ecaudatum Fiorentini forma posterolato-caudatum Wertheim, 

1933. 
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Com conhecimento dos resultados de Wertheim em animais selvagens, CHRISTL 

(1955; 1958) trabalhou com Rupicapra rupicapra e Capra ibex e utilizando formalina 10% a 

20% para fixação das amostras e iodo para coloração dos organismos, observou 18 espécies 

de ciliados distribuídas em quatro gêneros (Entodinium, Anoplodinium, Eudiplodinium e 

Ophryoscolex), das quais três eram espécies novas (Entodinium rupicaprae, Anoplodinium 

rupicaprae e Eudiplodinium maggioides), isto em Rupicapra rupicapra. Em Capra ibex, 

encontrou quatro novas espécies (Entodinium alpinum, Entodinium ibicis, Entodinium 

couturieri e Entodinium wertheimi) (Figura 1). Em estudo similar, publicado por LUBINSKY 

(1955), foram observadas quatro espécies (Entodinium ovinum Dogiel, 1927; Entodinium 

longinucleatum Dogiel, 1925; Eremoplastron bovis Dogiel, 1927 e Epidinium caudatum 

Fiorentini, 1889). Dois anos mais tarde, LUBINSKY (1957) identificou em Capra hircus, os 

ciliados Entodinium caudatum f. loboso-spinosum Dogiel, 1925 e Entodinium simulans 

Lubinsky, 1957. 

Nas três décadas seguintes (1960, 1970 e 1980) as técnicas ciliatológicas foram 

aprimoradas e a utilização de câmaras como Fuchs Rosenthal chamber para contagem de 

ciliados, o uso de “methyl green-formalin-saline”, “acid carmine”, “Garazzi's glycerin 

hematoxylin”, “Heidenheim ferrous hematoxylin”, para observações de traços morfológicos 

(aparatos nucleares) e “chlor-zinc-iodide” (placas esqueléticas), permitiu uma melhora nos 

estudos. Nesse intervalo de tempo, foram observadas algumas espécies de ciliados associadas 

com hospedeiros caprinos (LEVINE, 1961; IMAI et al., 1978; LEE, 1979; OGIMOTO; IMAI, 

1981; CRHA et al., 1985; MATSUMOTO et al., 1989; OLIVEIRA et al. 1989) sendo que ao 

final da década de 1980 já era possível contabilizar 24 espécies de ciliados trichostomatídeos 

associados a estes hospedeiros.     

Na década de 1990, os estudos com estes hospedeiros foram caracterizados, em sua 

maioria, por abordagens taxonômicas. As técnicas como impregnação pelo carbonato de 

prata, descrita por FERNANDEZ-GALEANO (1976) e mais tarde adaptada por outros 

autores como ITO; IMAI (1998; 2006) para estudo de ciliados do rúmen; o uso de soluções de 

Lugol e “methyl green-formalin-saline” (MFS) para coloração das placas esqueléticas e 

aparatos nucleares, respectivamente; câmaras de Mac Master, de Fuchs-Rosenthal para 

contagem e estimativa da densidade de células, permitiram a realização de algumas descrições 

morfológicas da época (KOCABATMAZ et al., 1992; ITO et al., 1995). 

 Por meio destas técnicas mencionadas acima, FERNANDEZ-GALIANO;  CAMPOS 

(1992) descreveram Ophryoscolex monoacanthus (Figura 1), chegando a propor na época, 

uma hipótese sobre as relações filogenéticas que seriam estabelecidas entre as nove espécies 
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do gênero Ophryoscolex, descritas até então. Para os autores, as configurações caudais 

poderiam representar o estágio evolutivo em que as espécies se encontravam. Assim, espécies 

com maior número e maior complexidade em seus processos caudais eram consideradas as 

mais derivadas. No entanto, essa ideia não tem sido corroborada em reconstruções 

filogenéticas recentes (ROSSI et al., 2015, CEDROLA et al., 2017).  

Figura 1. Desenhos esquemáticos das espécies de ciliados do rúmen descritas em caprinos 

(CHRISTL, 1958; FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; GÖÇMEN; 

RASTGELDI, 2004; GÖÇMEN et al., 2005). A. Entodinium alpinum; B. Entodinium 

ibicis; C. Entodinium couturier; D. Entodinium wertheimi; E. Entodinium salmani; F. 

Ophryoscolex monoacanthus. G-H:frequent species on observations in goat rumen 

samples; G. Isotricha prostoma; H. Dasytricha ruminantium; I. Entodinium dubardi; 

J. Entodinium caudatum; K. Entodinium exiguum; L. Entodinium minimum; M. 

Entodinium simplex; N. Entodinium longinucleatum; O. Epidinium ecaudatum. 

Abreviações: ACZ, zona adoral de ciliatura; CV, vacúolo contrátil; EC, espinha 

caudal; Ma, macronúcleo; Mi, micronúcleo;Ve, vestíbulo; PE, placa esquelética. 

Escala de barras:10μm. 

 

                      Fonte: Elaborado pelo autor (2020). 

Ainda nesta década (1990), alguns estudos tiveram seus objetivos focados para 

melhoria da digestibilidade microbiana no rúmen de caprinos, por meio do fornecimento de 

diferentes dietas (KOCABATMAZ et al., 1992), como se pode ler, inclusive, no trabalho de 
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SANTRA et al. (1998), ao concluir que a digestibilidade de fibras em caprinos é maior 

comparada com os ovinos, o que pode explicar possivelmente a existência de maior número 

de protozoários ciliados por amostra nestes ruminantes.  

No intervalo dos anos 2000 a 2010, estudos zootécnicos ganharam destaque em 

hospedeiros caprinos (NETO et al., 2005; ARGÔLO, 2007). Estes estudos tinham como 

principal enfoque as pontencialidades destes mamíferos e o incremento da produtividade, com 

objetivos de avaliar os diferentes efeitos da acidose láctica ruminal, estudar as características 

físico-químicas e microbiológicas do fluido ruminal, inclusive nos parâmetros ruminais que 

influenciam no bem-estar deste grupo de ruminantes. Além deste tipo de estudos, essa época é 

também marcada pela caracterização taxonômica de ciliados endossimbiontes associados aos 

hospedeiros que revisamos neste trabalho, na Turquia (GÖÇMEN; ATATUR, 2002; 

GÖÇMEN et al., 2002; RASTGELDI; GÖÇMEN, 2003; MERMER et al., 2003; GÖÇMEN; 

RASTGELDI, 2004; GÖÇMEN et al., 2005; GÖÇMEN; SAZGIN, 2006), com observações 

de 15 gêneros; na Espanha (DE LA FUENTE et al., 2009), com nove gêneros; Nepal 

(GURUNG et al., 2002), com oito gêneros; no Irã (TALAR et al., 2004), com cinco gêneros, 

e, na Islândia (DE LA FUENTE et al., 2006), com quatro gêneros.  

Com o passar do tempo, as abordagens nos estudos de protozoários ciliados associados 

com hospedeiros caprinos foram mudando e novas técnicas passaram a ser empregadas. Nos 

últimos dez anos, o uso de técnicas integrativas, que permitem descrever aspectos 

morfológicos e moleculares têm sido amplamente utilizadas. BARAKA (2012) e METZLER-

ZEBELI et al.(2013), usando câmaras de Burker, Neubauer, Sedgwick-Rafter com 

modificações de D
‟
AGOSTO; CARNEIRO (1999), formalina 18,5%, MFS e Lugol, 

observaram 19 espécies classificadas em sete gêneros; por sua vez, GÜRELLI (2014) e 

GÜRELLI et al. (2016) observaram 31 espécies pertencentes à 15 gêneros. Digestibilidade, 

fermentação ruminal e a substituição de dietas em uso nos caprinos são também alguns 

exemplos de estudos frequentes neste período em referência (CARVALHO et al., 2011; 

RUFINO et al., 2011; ABUBAKR, 2013; AZIZ et al., 2018). Estes autores demostram que a 

abundância e composição dos ciliados dependem de diferentes fatores, tais como: saúde dos 

animais, tipo de hospedeiro, localização geográfica e dietas consumidas.  

Além das técnicas que permitem as descrições morfológicas, o aprimoramento de 

técnicas moleculares é um dos marcos importantes no estudo da microbiota em caprinos neste 

período, sobretudo, o uso de diversas ômicas na análise da diversidade microbiana no 

ambiente ruminal dos hospedeiros. DENMAN et al. (2015); ASANUMA et al. (2015); LIU et 

al. (2017); CREMONESI et al. (2018); DO et al. (2018); LEI et al. (2019); LANGDA et al. 
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(2020) e SHEN et al. (2020) estudaram a microbiota caprina usando a metagenômica para 

identificar e caraterizar o perfíl da ciliatofauna, identificar os fatores que influenciam a 

qualidade do rúmen, além de analisar as categorias funcionais de genes na degradação de 

diferentes dietas. Outras ômicas (metabôlomica, transcriptômica e proteômica) têm sido 

igualmente usadas nos estudos com caprinos para diferentes finalidades que incluem: 

investigação sobre a influência das dietas sobre a microbiota, verificação dos efeitos de 

restrição alimentar sobre a microbiota e avaliação das mudanças na expressão proteica (MAO 

et al., 2016; ABECIA et al., 2018; GUO et al., 2019; ZHANG et al., 2019; WANG et al., 

2020; PARREIRA et al., 2020; ZHANG et al., 2021).  

O uso dessas ferramentas tem revelado serem importantes no estudo da diversidade 

microbiana associada com caprinos, permitindo resultados promissores na identificação, 

descrição ou redescrição de gêneros e espécies que não foram previamente observados com o 

uso de técnicas tradicionais (HENDERSON et al., 2015; EBRAHIMI et al., 2018).  

 

3.4.2 CHECKLIST DE ESPÉCIES E GÊNEROS DE PROTOZOÁRIOS CILIADOS 

ASSOCIADOS COM CAPRINOS 

 Observamos um total de 72 espécies distribuidas em 14 gêneros de protozoários 

ciliados em caprinos selvagens e domésticos (Capra ibex, Capra pyrenaica, Rupicapra 

rupicapra e Capra hircus) (Tabela 1; Figura 2). Este resultado se mostrou inferior comparado 

com o total de espécies de ciliados da subclasse Trichostomatia associadas com ovinos 

selvagens e domésticos, em que se estima em um total de 137 espécies ao redor do mundo 

(BOOYSE; DEHORITY, 2011; CEDROLA et al., 2016; CEDROLA et al., 2020). Esta 

diferença no número de espécies associadas pode estar relacionada com o menor número de 

publicações disponíveis com a ciliatofauna caprina.
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Tabela 1. Espécies de protozoários ciliados que ocorrem em caprinos e observadas em vários estudos ao redor do mundo. 

Subclasse/Ordem/Família/ 

Gêneros/Espécies 

Checoslováquia 

[1] 

Egito  

[2] 

Itália 

 [3] 

Irã 

[4] 

Islândia  

[5] 

Japão 

[6] 

Coréia 

[7] 

Quirguistão 

[8] 

Líbia 

 [9] 

Nepal 

[10] 

Paquistão 

    [11] 

Espanha 

[12] 

Turquia 

[13] 

Trichostomatia  Butschli, 1889 

Vestibuliferida de Puytorac et al., 1974             

Isotrichidae Poche, 1913             

Isotricha Stein Stein, 1858             

I. intestinalis  Stein, 1858                                               ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₋ ₊ ₋ - ₋ ₊ 

I. prostoma   Stein, 1858                                              ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₊ ₊ ₊ - ₊ ₊ 

Dasytricha Schuberg, 1888             

D. ruminatum   Schuberg, 1888          -                         ₊ ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₊ ₊ ₊ - ₊ ₊ 

Entodiniomorphida Reichenow in Doflein & Reichenow, 1929         

Ophryoscoloecidae Stein, 1858             

Entodinium Stein, 1859              

E. cervi Kubikova, 1935 ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. dubardi Buisson, 1923                   ₊ ₋ ₊ ₋ ₊ ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₊ ₊ 

E. exiguum Dogiel, 1925 ₊ ₊ ₋ ₋ ₊ ₊ ₋ ₋ ₊ ₊ - ₊ ₊ 

E. laeve    Dogiel, 1925                                           ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. loboso-spinosum,Dogiel, 1925       ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. nanellum,   Dogiel, 

1922 

₊ ₊ ₋ ₋ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ - ₊ ₊ 

E. parvum     Buisson,1923                                                  ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₊ ₊ 

E. rupicaprae Christl, 

1955                                      

₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. caudatum  Stein, 1858                                         ₊ ₊ ₋ ₋ ₊ ₊ ₊ ₋ ₊ ₊ - ₊ ₊ 

E. longinucleatum  Dogiel, 1925       ₋          ₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ 

E. constritum   

Dogiel,1974 

₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

......continua na página seguinte 
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Subclasse/Ordem/Família/

Gêneros/Espécies 

Checoslováquia 

[1] 

Egito  

[2] 

Itália 

 [3] 

Irã 

[4] 

Islândia  

[5] 

Japão 

[6] 

Coréia

[7] 

Quirguistão 

[8] 

Líbia 

 [9] 

Nepal 

[10] 

Paquistão 

    [11] 

Espanha 

[12] 

Turquia 

[13] 

E. bursa     Stein, 1858                                               ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. salmani   Gocmen and Rastgeldi, 2004  -                                 ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. ovinum     Dogiel, 1927 ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₊ ₊ 

E.rectangulatumKofoidand MacLennan, 

1930                             

₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₊ ₊ 

E. minimum    Schuberg, 1888                                       ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ - ₋ ₊ 

E. bovis  Wertheim, 1935                            ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. ellipsoideum  Kofoid and 

MacLennan, 1930                              

₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. simulans     Lubinsky, 1957                                    ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₋ - ₋ ₊ 

E. dalli           Dogiel, 1974                          ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. williamsi   Gocmen and Okten, 1996 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. basoglui   Okten and Gocmen, 1996 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. constatum  MacLennan, 1935 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₋ ₋ 

E. vorax          Dogiel, 1925 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. ekendrae   Das-Gupta, 1935 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. convexum   MacLennan, 1935                                                ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. alpinum     Christl, 1958 ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. rostratum  Fiorentini, 1889                                        ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. semahatae  Öktem et al., 1997                                      ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

E. ibicis          Christl, 1958                                       ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. couturier    Christl, 1958                                  ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. werthermi  Christl, 1958                                      ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

E. babici          Wertheim, 1933                                            ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

......continua na página seguinte 
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Subclasse/Ordem/Família/ 

Gêneros/Espécies 

Checoslováquia 

[1] 

Egito  

[2] 

Itália 

 [3] 

Irã 

[4] 

Islândia  

[5] 

Japão 

[6] 

Coréia

[7] 

Quirguistão 

[8] 

Líbia 

 [9] 

Nepal 

[10] 

Paquistão 

    [11] 

Espanha 

[12] 

Turquia 

[13] 

Diplodinium Schuberg, 1888              

D. rangiferi   Dogiel, 1925                              ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₋ ₋ 

D. dentatum  Stein, 1858 ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

D. costatum  Dogiel, 1925                                  ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

D. anisacanthum   Dogiel, 1927 ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₋ ₋ 

D .crista-galli    Dogiel, 1927                                 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₋ ₊ 

D. flabellum      Dogiel, 1927                                     ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

D. anacanthum   Dogiel, 1927                               ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

D. monacanthum Dogiel, 1927 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

D. diacanthum     Dogiel, 1927 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

Eudiplodinium Dogiel, 1927              

Eud.magii  Fiorentini, 1889                                  ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₊ - ₊ ₊ 

Eud. bovis    Dogiel, 1927 ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₊ ₊ 

Eud.dilobum    Dogiel, 1927                                      ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

Eud.affine  Dogiel and Fedorowa, 1925     -                               ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

Ostracodinium Dogiel,1927              

O. quadrivesiculatumK. and Mac L, 1932  -             ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

O. trivesiculatum K. and Mac L, 1932        - ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

Metadinium Awerinzew and Mutafowa,1914             

M. banksi     Dehority, 1985 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

M. affine Dogiel and Fedorowa, 1925                                    ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₊ ₊ 

M. medium Awerinz & Mutafowa,1914 ₋ ₊ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₊ ₋ 

M. minorum    Dehority, 1975                                      ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₊ ₊ 

M. tauricum Dogiel & Fedorowa, 1925 ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

Diploplastron Kofoid and MacLennan, 1932             

Dipl. affine Dogiel and Fedorowa, 1925 ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 
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Subclasse/Ordem/Família/ 

Gêneros/Espécies 

Checoslováquia 

[1] 

Egito  

[2] 

Itália 

 [3] 

Irã 

[4] 

Islândia  

[5] 

Japão 

[6] 

Coréia

[7] 

Quirguistão 

[8] 

Líbia 

 [9] 

Nepal 

[10] 

Paquistão 

    [11] 

Espanha 

[12] 

Turquia 

[13] 

Eremoplastron Kofoid and MacLennan, 1932            

Er. impalae  Dogiel, 1925                                                        ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

Er. bovis Dogiel, 1927                                       - - - - - - - - - - ₊ - - 

Enoplastron Kofoid and MacLennan, 1932             

Eno. triloricatum Dogiel, 1925                      - ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ - ₊ ₊ 

Elytroplastron Kofoid and Mac Lennan, 1932            

Ely. bubali         Dogiel, 1928                        ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ - ₊ ₊ 

Polyplastron Dogiel, 1927              

Poly. Multivesiculatum D.& F, 1925              ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₋ ₊ ₋ - ₋ ₊ 

Epidinium Crawley, 1923              

Ep.bicaudatum   Sharp, 19 14                        -            ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

Ep.graini       Gocmen, 2000                          -                       ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

Ep. ecaudatum   Fiorentini, 1889                   ₊                                       ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₊ ₊ ₊ - ₋ ₊ 

Ep. cattanei   Sharp,  1914                                                              ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₋ 

Ep. caudatum    Fiorentini, 1889                    ₋                             ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ 

Ep. parvicaudatum A. & Mutafowa, 19 14    ₋                         ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ - ₊ ₋ 

Ophryoscolex Stein, 1858              

Oph. caudatus       Eberlein, 1895                  ₋                ₊ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₋ ₊ 

Oph.purkynjei    Stein, 1858                           ₋     ₊ ₋ ₊ ₋ ₋ ₋ ₋ ₊ ₋ - ₋ ₊ 

Oph. monoacanthus  F-G&Campos 1992      ₋                        ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₊ ₋ 

Oph.bicoronatus Dogiel, 1927                       ₋      ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ - ₊ ₋ 

Fonte: 1] CRHA et al., 1985; [2] BARAKA, 2012; [3] CHRISTL, 1958; [4] TALARI et al., 2004; [5] DE LA FUENTE et al., 2006; [6] IMAI et al., 1978; ITO et al., 1995; 

[7] LEE, 1979; [8] GÜRELLI et al., 2016; [9] MOHAMED, 2017; [10] GURUNG et al., 2002; [11] LUBINSKY, 1955; LUBINSKY, 1957 [12]; FERNANDEZ-GALIANO 

& CAMPOS, 1992; DE LA FUENTE et al., 2009; [13] GÖÇMEN & ATATUR, 2002; GÖÇMEN & KARAOĞLU, 2005; GÖÇMEN & RASTGELDI, 2004; GÖÇMEN & 

SEZGIN, 2006; GÖÇMEN et al., 2002; GÖÇMEN et al., 2005; MERMER et al., 2003; MERMER et al., 2006; RASTGELD & GÖÇMEN, 2003; GÜRELLI, 2014.
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Nos estudos sobre protozoários ciliados associados com caprinos, o gênero 

Entodinium foi o mais frequente (Figura 2), e as espécies Entodinium nanellum, Entodinium 

caudatum, Entodinium longinucleatum, Entodinium exiguum, Entodinium dubardi, 

Entodinium simplex, Entodinium minimum, Epidinium ecaudatum, Isotricha prostoma e 

Dasytricha ruminantium, as mais frequentes nas preparações das amostras (Figura 2 e Tabela 

1). Esta observação é similar aos resultados publicados com protozoários ciliados associados 

com outros hospedeiros, em que os gêneros e espécies acima mencionados têm sido os mais 

frequentes nas observações. SELIM et al. (1996) realizaram estudo comparativo de ciliados 

do rúmen de três hospedeiros (búfalo, bovinos e ovinos) no Egito, tendo detectado a 

ocorrência de 20 espécies comuns entre búfalos e bovinos, enquanto 12 espécies foram 

comuns entre ovinos e os outros dois hospedeiros. Do estudo, o gênero Entodinium, com as 

espécies Entodinium simplex, Entodinium nanellum e Entodinium exiguun, apareceram mais 

frequentes em todos três hospedeiros.  

BARAKA (2012) fez um estudo com 180 ruminantes domésticos, compostos por 

camelos, búfalos, bovinos, ovinos e caprinos. Similarmente, as espécies comuns presentes em 

todos os ruminantes foram: Dasytricha ruminantium, Entodinium caudatum, Entodinium 

exiguum, Epidinium caudatum e Epidinium bicaudatum, mostrando, de igual maneira, serem 

as espécies frequentes nos estudos de protozoários ciliados associadas com ruminantes, 

principalmente domésticos. Como exemplo de outros estudos, com maior frequência de 

espécies da família Ophryoscolecidae, podemos citar OBANDA et al. (2008), em 

rinocerontes; FRANZOLIN; WRIGHT (2016), em búfalos; GÜRELLI (2016) e CEDROLA 

et al. (2020), em bovinos; e em camelos dromedários (GÜRELLI;  DAW, 2020).  

Visando identificar quais gêneros de ciliados do rúmen se associam a cada um dos 

hospedeiros foi plotado um diagrama circular (Figura 2). A espécie hospedeira Capra hircus 

teve maior associação com ciliados (14 gêneros), comparada com caprinos selvagens: Capra 

ibex que teve registro de um gênero, Capra pyrenaica também registrou associação com um 

gênero e Rupicapra rupicapra com seis gêneros.  
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Figura 2. Representação esquemática da associação de gêneros de protozoários ciliados e as 

espécies hospedeiras da subfamilia Caprinae. Os números ao redor do círculo, 

representam a quantidade de vezes em que um gênero foi observado num hospedeiro. 

As cores vermelhas, rosa, caramelo e laranja escura das barras, representam, 

respectivamente, os hospedeiros Capra hircus, Rupicapra rupicapra, Capra 

pyrenaica, Capra ibex e os gêneros neles associados. As fitas no meio do círculo 

indicam a associação entre as espécies hospedeiras e os gêneros. 

 

     Fonte: Elaborado pelo  autor (2021) 

 

DEHORITY; ODENYO (2003) em estudo envolvendo amostras de hospedeiros 

selvagens (girafa, antílope, impala, gazela africana, gazela-de-grant, elande, vaca-do-mato e 

gnu) e amostras de ruminantes domésticos (zebu, ovinos e caprinos) demostraram que em 

ruminantes domésticos havia uma porcentagem muito mais elevada de ciliados do gênero 

Entodinium, comparada com a menor porcentagem em hospedeiros selvagens do estudo. Uma 

das hipóteses que pode explicar o menor número de gêneros associados a selvagens, além dos 

hábitos alimentares, pode estar associada com o complexo processo de obtenção e coleta de 
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amostras, comportamento dos ungulados selvagens, se compararmos as mesmas variáveis em 

animais domésticos. Este fato, pode permitir que haja mais estudos com ruminantes de 

ambientes domésticos do que em selvagens (ARAUJO et al., 2020).  

 

3.4.3 DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA E ESPECIFICIDADE 

Os protozoários ciliados simbiontes são representados aproximadamente por 3.000 

organismos conhecidos (LYNN, 2008), dos quais em torno de 1000 espécies pertencem a 

subclasse Trichostomatia (LYNN, 2008). Essas comunidades de ciliados endossimbiontes têm 

sido observadas em hospedeiros de quase todas as regiões geográficas ao redor do mundo 

(KOFOID, 1935; SELIM et al., 1996; ITO; IMAI, 2000; CAMERON; O'DONOGHUE, 2003; 

DEHORITY; ODENYO, 2003; TALAR et al. 2004; MISHIMA et al., 2009; GÜRELLI; 

AKMAN, 2016; CEDROLA et al., 2017; ITO et al., 2017; GÜRELLI, 2019). Nesta revisão, 

identificamos 13 países onde os protozoários ciliados associados com caprinos já foram 

observados (Figura 3). 

Dos 13 países evidenciados no mapa, destacam-se o Japão e Turquia como localidades 

com maior distribuição do número de espécies (≥25) de protozoários ciliados. Contrariamente 

a essas duas localidades, a Itália e Paquistão, ficaram representadas com ≤5 espécies por 

região. As localidades com os números intermediários da quantidade de espécies foram 

Islândia com oito espécies, Irão com dez espécies, Quirguistão com onze espécies, Egito com 

treze espécies, Líbia com treze espécies, Coréia do Sul com treze espécies, Tchecoslováquia 

com quatorze espécies, Espanha com vinte espécies e Nepal também com vinte espécies 

(Figura 3). 

O número de espécies de ciliados observadas em cada região do mapa foi influenciado 

pela quantidade de estudos realizados nessas localidades. Turquia com um total de dez 

estudos (GÖÇMEN; ATATUR, 2002; GÖÇMEN et al., 2002; RASTGELD; GÖÇMEN, 

2003; MERMER et al., 2003; GÖÇMEN; RASTGELDI, 2004; GÖÇMEN; KARAOĞLU, 

2005; GÖÇMEN et al., 2005; GÖÇMEN; SEZGIN, 2006; MERMER et al., 2006; GÜRELLI, 

2014), Japão com dois estudos (IMAI et al., 1978; ITO et al., 1995), Nepal um estudo 

(GURUNG et al., 2002), Espanha dois estudos (FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; 

DE LA FUENTE et al., 2009), antiga Tchecoslováquia um estudo (CRHA et al., 1985), 

Coréia do Sul um estudo (LEE, 1979), Líbia um estudo (MOHAMED, 2017), Egito um 

estudo (BARAKA, 2012), Quirguistão um estudo (GÜRELLI et al., 2016), Irão um estudo 

(TALARI et al., 2004), Islândia um estudo (DE LA FUENTE et al., 2006), Paquistão dois 

estudos (LUBINSKY, 1955; LUBINSKY, 1957) e Itália com um estudo (CHRISTL, 1958). 
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De forma similar, o número de hospedeiros caprinos usados para o processo de coleta das 

amostras em cada estudo pode ter influenciado a quantidade das espécies em cada região, por 

exemplo, nos estudos realizados na Turquia, foram utilizados 86 caprinos na coleta de 

amostras, comparados com um hospedeiro usado no estudo da Itália.  

 

Figura 3. Distribuição geográfica e quantitativa das espécies de protozoários ciliados 

associadas com caprinos. Algumas regiões no mapa (Espanha, Tchecoslováquia, Itália, 

Coréia do Sul e Japão) foram ampliadas para melhor visualização dos limites 

geográficos (LUBINSKY, 1955; CHRISTL, 1958; IMAI et al., 1978; LEE, 1979; 

CRHA et al., 1985; FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; ITO et al., 1995; 

GURUNG et al., 2002; GÖÇMEN; ATATUR, 2002; GÖÇMEN et al., 2002; 

MERMER et al., 2003; RASTGELD; GÖÇMEN, 2003; GÖÇMEN; RASTGELDI, 

2004; TALAR et al., 2004; GÖÇMEN et al., 2005; GÖÇMEN; KARAOĞLU, 2005; 

DE LA FUENTE et al., 2006; MERMER et al., 2006; GÖÇMEN; SEZGIN, 2006; DE 

LA FUENTE et al., 2009; BARAKA, 2012; GÜRELLI, 2014; GÜRELLI et al., 2016; 

MOHAMED, 2017).   

 

     Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 

Em termos de hospedeiros, os organismos endossimbiontes da subclasse 

Trichostomatia são distribuidos no trato digestivo de quase todos os animais herbívoros 

pertencentes a Artiodactyla, Perissodactyla e Proboscida (OGIMOTO; IMAI, 1981). Alguns 

desses ciliados possuem ampla distribuição em hospedeiros, porém, outros têm sido limitados 

em um grupo determinado de hospedeiros (CEDROLA et al., 2020), tendo sido relatado que 

alguns ciliados do rúmen de gado bovino sobrevivem no rúmen de caprinos (DOGIEL; 



73 
 

WINOGRADOWA-FEDOROWA, 1930). Ainda relativo à especificidade, um distinto padrão 

de associação tem sido reconhecido e apesar de não ser comum, existem ciliados mais 

associados e frequentemente encontrados na região pré-gástrica e outros na região pós-

gástrica dos seus hospedeiros (OGIMOTO; IMAI, 1981, MOON-VAN DER STAAY et al., 

2014). 

De uma forma geral e sob ponto de vista ecológico, os organismos da subclasse 

Trichostomatia são considerados bastante promíscuos pelo fato de um número 

consideravelmente maior ter sido encontrado não só em espécies hospedeiras estreitamente 

relacionadas, mas também, com aqueles comparativamente distantes (WILLIAMS; 

COLEMAN, 1992; DEHORITY, 1995; KITTELMANN; JANSSEN, 2011; VĎAČNÝ, 2018) 

no trato digestivo de cavalos, zebras, rinocerontes, hipopótamos, roedores, búfalos, 

marsupiais (Figura 4) (CEDROLA et al., 2020), em aves (BARDELE et al., 2017), em peixes, 

anfíbios e répteis (LEVINE, 1985; BRADBURY, 1994), em primatas (VALLO et al., 2012; 

SCHOVANCOVÁ et al., 2013).  

As espécies de ciliados associadas com caprinos mostram ocorrência em outros 

hospedeiros, tais como antílope, antílope africano, alpaca, búfalo, cabrito azul anílope 

bontebok, bisonte, gado bovino, camelos, cervos, capivara, alce, gazela-persa, girafa, cudo, 

lhamas, boi-almiscarado, rinocerontes, ovinos, cabra-de-leque, facocero, gnu, yak, dentre 

outros (Figura 4). 

  Na rede de interação ilustrada, as espécies Entodinium caudatum, Entodinium 

longinucleatum, Entodinium nanellum, Entodinium simplex, Entodinium dubardi, Epidinium 

caudatum, Epidinium ecaudatum e Eudiplodinium magii foram observadas em caprinos e 

outros hospedeiros, incluindo cervos e alces (Figura 4). 

Por outro lado, os hospedeiros: gado bovino, búfalo, ovinos, camelos, bisonte, e yak 

foram os que apresentaram maior associação com protozoários ciliados das seguintes 

espécies: Isotricha intestinalis, Isotricha prostoma, Dasytricha ruminantium, Entodinium 

dubardi, Entodinium caudatum, Entodinium simplex, Entodinium bursa, Entodinium 

nanellum, Entodinium longinucleatum, Entodinium furca, Diplodinium dentatum, 

Diplodinium anisacanthum, Eudiplodinium magii, Ostracodinium trivesiculatum, 

Ostracodinium gracile, Metadinium medium, Metadinium minorum, Diploplastron affine, 

Enoploplastron triloricatum, Polyplastron multivesiculatum, Epidinium ecaudatum, 

Epidinium caudatum, Ophryoscolex purkynjei e Ophryoscolex caudatus. 

 Essa diferença na quantidade de espécies de ciliados associadas com hospedeiros, 

deve-se possivelmente pelo fato de os primeiros (deer, white-tailed e moose) apresentarem os 

javascript:;
javascript:;
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hábitos alimentares com menos fibra, e os segundos (cattle, buffalo, sheep, camels, bison e 

Yak) menos seletivos e com mais fibras na dieta (OGIMOTO; IMAI, 1981). 

Figura 4. Rede de interação entre espécies de protozoários ciliados associadas com caprinos e 

outros hospedeiros. As barras com as cores cinza e preta representam alguns 

hospedeiros que se associam com ciliados e as espécies de protozoários ciliados, 

respectivamente. As setas de cores (preto ao vermelho), representam as associações 

entre hospedeiros e espécies de ciliados. O tamanho das barras cinza e preta, 

representam os hospedeiros e espécies de ciliados com maior ou menor associação 

vice-versa. 

 

Fonte: (DOGIEL, 1928; DEHORITY, 1974; VASILY; MITCHELL, 1974; WILKINSON; VAN 

HOVEN, 1976; KLEYNHANS; HOVEN, 1976; VAN HOVEN et al., 1979; DEHORITY, 1987; 

TOWNE et al., 1988; DEHORITY, 1995; SELIM et al., 1996; DEHORITY, 1997; WRIGHT; LYNN, 

1997; SELIM et al., 1999; DEHORITY et al., 1999; FRANZOLIN; DEHORITY, 1999; SU et al., 

2000; IMAI et al., 2004; TALAR et al., 2004; DE LA FUENTE et al., 2006; OBANDA et al., 2008; 

DEL VALLE et al., 2008; MARTINELE; D'AGOSTO, 2008; MISHIMA et al., 2009; BOOYSE; 

DEHORITY, 2012; BARAKA, 2012; BOOYSE et al., 2014; BOOYSE et al., 2015; CERÓN 

CUCCHI et al., 2016; CEDROLA et al., 2016; CEDROLA et al. 2017; KIMURA et al., 2017; 

GÜRELLI, 2017; GÜRELLI, 2018; CEDROLA et al., 2018) 
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3.4.4 NOTAS FILOGENÉTICAS 

Todas as espécies de ciliados registradas até o momento no rúmen de caprinos são 

endossimbiontes da subclasse Trichostomatia. Foi observada grande semelhança entre as 

topologias obtidas neste estudo, com base nas análises de ML e BI. Os ciliados associados a 

caprinos formam um grupo merofilético (Figura 5). Ambas as inferências filogenéticas 

recuperaram uma divisão de todas as espécies em três ordens (Vestibuliferida, 

Macropodiniida e Entodiniomorphida), sendo que as espécies associadas com caprinos 

ficaram restritas a duas famílias distintas com alto valor de suporte, Ophryoscolecidae 

(97/100) e Isotrichidae (99/100) (Figura 5). Esta tendência de agrupamento de protozoários 

ciliados endossimbiontes observada nesta revisão tem sido reportada em outros estudos 

anteriores com as espécies da subclasse Trichostomatia (VĎAČNÝ, 2018; CEDROLA et al., 

2020). 

Ainda sobre a topologia, a ordem Entodiniomorphida ficou dividida em dois clados, 

um constituido pelas espécies da família Buetschlidae, e a outro formado pelas espécies das 

familias Ophryoscolecidae, Cycloposthiidae, Troglodytellidae, Spirodiniidae, Polydiniellidae 

e Blepharocorythidae. A ordem Vestibuliferida ficou formada por três clados separados, o 

primeiro constituido pelas famílias Balantidiidae e Paraisotrichidae, o segundo pelas famílias 

Pycnotrichidae, Paraisotrichidae e Balantidiidae e por último, o terceiro formada por espécies 

das famílias Isotrichidae e Balantidiidae (Figura 5).  

Ambas as topologias recuperaram altos valores de suporte (100% de ML e 100% de 

IB) nos clados das seguintes espécies: Entodinium simplex e Entodinium nanellum, 

Entodidinium furca e Entodinium caudatum, Ophryoscolex purkynjei e Ophryoscolex 

caudatus, Epidinium caudatus e Epidinium ecaudatum, Isotricha intestinalis e Isotricha 

prostoma. Por outro lado, outros clados formados similarmente por espécies de ciliados 

associadas com caprinos tiveram os seguintes valores de suporte: Metadinium minorum e 

Metadinium medium (81ML/99BI), Eodinium posterovisiculatum e Polyplastron 

multivesiculatum (84ML/99BI), e o clado constituído por Anoplodinium denticulatum e 

Diplodinium dentatum (96ML/100BI) (Figura 5).   

 

Figura 5. Árvore filogenética obtida por máxima verossimilhança representando relações 

evolutivas de algumas espécies de ciliados, com base em sequências de 18S rDNA. A 

cor vermelha representa as espécies observadas em estudos com amostras de rúmen de 

caprinos. A subclasse Haptoria foi escolhida como grupo externo. Os valores em cada 

nó da árvore significam, respectivamente: valores de máxima verossimilhança (ML) 
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bootstrap e inferência bayesiana (BI) de probabilidade posterior. A barra de escala 

representa 3 substituições por 100 posições de nucleotídeos. 

 

Fonte:  Elaborado pelo autor (2021) 
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3.4.5 ORIGEM E DIVERSIFICAÇÃO DE CILIADOS EM CAPRINAE 

Em geral, estima-se que a subclasse Trichostomatia pode ter surgido dentro da ordem 

Spathidiida há aproximadamente 260 Ma, num período estimado em máximo e mínimo em 

torno de ~168 - 395 Ma (VĎAČNÝ, 2015). No entato, inferências do tempo de divergência, 

têm estimado que o processo de radiação da subclasse pode ter ocorrido logo após o início do 

Cretáceo, estimado em ~ 135 Ma, período pelo qual, pode ter ocorrido o processo de 

separação dos mamíferos therios em dois grupos, marsupiais e placentários (VĎAČNÝ, 

2018). Por conseguinte, as linhagens Vestibuliferida e Entodiniomorphida podem ter surgido 

antes de ~ 65 Ma, sendo que a radiação de espécies de ciliados do rúmen, representados 

majoritariamente pela família Ophryoscolecidae, podem ter surgido segundo os autores, um 

pouco depois de ~ 65 milhões de anos (VĎAČNÝ, 2018). 

Nós inferimos que, a origem de espécies de protozoários ciliados associadas com 

caprinos (família Isotrichidae e família Ophryoscolecidae) foi estimada para ~ 8.2 Ma e ~ 2.4 

Ma, nos períodos Neogeno e Quaternário, respectivamente (Figura 6). O intervalo de 

confiança (CI) de 95% foi de (4.3 - 15.5) Ma para familia Isotrichidae e (1.0 - 5.7) Ma para 

familia Ophryoscolecidae. Este resultado, mostra uma estimativa de datação bem mais recente 

dos protozoários ciliados associados com caprinos, sendo diferente se comparado com os 

resultados dos trabalhos anteriores que estimam em um tempo muito mais antigo em ~ 36 Ma 

(ROSSI et al., 2017) e ~ 45 Ma (WRIGHT; LYNN, 1997) para a família Ophryoscolecidae. 

As diferenças de estimativa aqui observadas podem estar relacionadas com os 

diferentes métodos utilizados nas análises de datação, especificamente, na variação dos pontos 

de calibração utilizados (Tabela 2 ). WRIGHT; LYNN, (1997) utilizaram a informação fóssil 

do hospedeiro como ponto de calibração, e por outro lado, ROSSI et al. (2017) fizeram as 

estimativas do tempo para o grupo baseando-se em informações primárias de dados fósseis 

(Tabela 2). A calibração primária é um método mais adequado, mas que neste caso como não 

há informações de registro fóssil, o que foi possível fazer é reestimar a datação com idades 

previamente estimadas para o clado. Por isso, neste trabalho, foi utilizada uma calibração 

secundária, com os pontos de 3.8Ma como mínimo e 23.8Ma como máximo (COSTA et al., 

2021). Para além da aplicação de métodos diferentes nos estudos que envolvem datações, as 

calibrações secundárias tem sido apontadas como fator que contribui na falta de exatidão nas 

estimativas do tempo molecular (GRAUR; MARTIN, 2004; SCHENK, 2016). 
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Tabela 2. Métodos de estimativa de tempo de divergência das classes de ciliados simbiontes 

 Modelo do relógio 

molecilar/Prior da taxa 

evolutiva 

Prior para calibração Tipo de 

dados 

Método 

utilizado 

Wright & 

Lynn, 1997 

Estrito Calibrações baseadas no 

registro fóssil do hospedeiro 

 

Nucleotídeos 

Distância 

genética 

 

 

Vďačný, 2015 

Bayesiano relaxado: taxa 

independente e corelação 

de taxas 

Calibrações baseadas nas 

estimativas disponíveis por 

Wright & Lynn (1997) 

 

 

Nucleotídeos 

 

MCMCtree 

 

Rossi et al., 

2017 

Relaxado com 

verossimilhança 

penalizada 

 

Calibrações flexíveis 

 

Nucleotídeos 

 

TreePL 

 

Vďačný, 2018 

 

Bayesiano relaxado 

Calibração baseada na 

origem dos hospedeiros e 

dos seus períodos de 

radiação 

 

Nucleotídeos 

 

MCMCtree 

 

 

Rataj & 

Vďačný, 2018 

Bayesiano: modelo 

evolutivo, taxa 

heterogênia, relógio 

relaxado, distribuição 

normal do prior e 

processo de nascimento e 

morte 

 

 

 

Calibrações baseadas no 

registro fóssil de hospdeiros 

 

 

Nucleotídeos 

 

 

MCMCtree 

 

Fernandes & 

Schrago, 2019 

Bayesiano relaxado: 

modelo de taxas 

independentes e de taxas 

correlatadas 

 

 

Calibrações baseadas no 

registro fóssil de ciliados 

 

Aminoácidos 

 

MCMCtree 

 

Fernandes & 

Schrago, 2019 

Bayesiano relaxado: 

modelo de taxas 

independentes e de taxas 

correlatadas 

Calibrações baseadas nos 

valores adquiridos na 

análise de dataset de 

proteinas 

 

 

Nucleotídeos 

 

MCMCtree 

Costa et al., 

2021 

Relógio baseado no 

método de máxima 

verossimilhança 

 

Calibrações  baseadas no 

registro fóssil de ciliados 

Nucleotideos Reltime-ML 

Presente 

estudo 

Relógio baseado no 

método de máxima 

verossimilhança 

 

Calibrações secundárias 

 

Nucleotideos 

Reltime-ML 

Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 
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A subordem Ruminantia pode ter surgido a partir da radiação de artiodáctilos 

selenodontes (WEBB; TAYLOR, 1980). A sua maior taxa de diversificação foi sugerida ter 

ocorrido durante o Cenozoico num intervalo entre 20-30Ma (FERNANDEZ; VRBA, 2005; 

ROSSI et al., 2017). A subordem inclui aproximadamente 200 espécies existentes distribuidas 

em seis famílias (Tragulidae, Giraffidae, Antilocapridae, Moschidae, Cervidae e Bovidae) e 

constitui o grupo mais importante de herbívoros terrestres de grande porte em mamíferos 

(FERNANDEZ; VRBA, 2005). 

Dentro de Ruminantia, a familia Bovidae inclui aproximadamente 140 espécies vivas, 

distribuídas em 48 gêneros e seis subfamílias (Bovinae, Cephalophinae, Hippotraginae, 

Alcelaphinae, Antilopinae e Caprinae) (HASSANIN; DOUZERY, 1999; HUANG et al., 

2005). Embora não existam consensos sobre a radiação da subfamilia Caprinae (ovinos, 

caprinos e espécies afins que vivem principalmente em habitats remotos e montanhosos), a 

partir de dados fósseis, alguns estudos apontam que uma possível radiação deste grupo pode 

ter ocorrido a partir de ~14 Ma (VRBA, 1985) até a mais recente radiação Miocênica 

(GENTRY, 1994). Um outro grupo de autores (ROPIQUET; HASSANIN, 2005 a, b; 

LALUEZA-FOX et al., 2005) têm proposto uma radiação baseada em calibrações 

moleculares. E segundo estes, a radiação da subfamilia Caprinae pode ter ocorrido a partir de 

~11 Ma a ~6.2 Ma (Figura 6). 

Apesar das controvérsias continuarem, o grupo majoritário dos ruminantes atuais 

considerados potenciais hospedeiros de Ophryoscolecidae são de origem pós-glacial, em que 

a sua diversificação é estimada ter ocorrido não antes do Plioceno/Pleistoceno (SPRINGER et 

al., 2003; MOON-VAN DER STAAY et al., 2014). De acordo com os métodos utilizados 

nesta revisão, a idade de 8.2Ma num intervalo de confiança entre 4.3-15.5Ma foi proposta 

para espécies de ciliados (Isotrichidae) associadas com caprinos. Similarmente, 2.4Ma num 

intervalo de confiança de 1.0-5.7Ma foi proposta como a idade das espécies de ciliados 

(Ophryoscolecidae) igualmente associadas com caprinos (Figura 6 e Tabela 3).  

Considerando o período de radiação proposto para Caprinae, as idades propostas neste 

trabalho, permitem inferir a hipótese de que, nos períodos Neogene e Quaternário (era 

Cenozoica), já eram momentos do tempo geológico com condições adequadas para a 

diversificação dos protozoários ciliados associados com caprinos, visto que, nessa altura já 

existia um nicho para sua colonização. Futuramente, esperamos que estudos possam 

confirmar esses dados com calibrações primárias a partir do estudo de fósseis para o grupo. 
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Figura 6.Filogenia datada de ciliados endossimbiontes da subclasse Trichostomatia. A faixa 

vermelha vertical, representa o período da radiação da subfamília Caprinae 

(ROPIQUET; HASSANIN, 2005 a, b). Os círculos de cor verde, representam os nós e 

o possível período em milhões de anos de diversificação das famílias Isotrichidae (4.3-

15.5) e Ophryoscolecidae (1.0-5.7). Ma: milhões de anos.  

 

        Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 
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Tabela 3.Tempo de divergência(Ma) da raiz de Ciliophora e das classes de ciliados simbiontes 

por estudo. Ma- Milhões de anos, *-Apenas para Ophryoscolecidae ,**-  Apenas para  

Ophryoscolecidae   e Isotrichidae. 

 Raiz de 

Ciliophora 

 

Litostomatea 

 

Trichostomatia 

 

Armophorea 

 

Phyllopharyngea 

Oligohymen-

ophorea 

Wright & 

Lynn, 1997 

 

 

2200 

 

(1685-1872) 

 

(656-590) 

 

 

- 

 

- 

 

(1980-2200) 

Vďačný, 

2015 

 

 

- 

 

680(627-764) 

 

260(168-395) 

 

- 

 

- 

  

 - 

Rossi et al., 

2017 

 

 

- 

 

- 

 

~36
* 

 

- 

 

- 

 

- 

Vďačný, 

2018 

 

 

- 

 

- 

 

~135 

  

 - 

 

- 

 

- 

Rataj & 

Vďačný, 

2018 

 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

1256.42 

Fernandes 

& Schrago, 

2019 

 

 

1034 

(691-585) 

 

334 

(181-585) 

 

- 

 

318 

(154-580) 

 

- 

 

775 

(496-1058) 

 

Fernandes 

& Schrago, 

2019 

 

 

1143 

(1061-1242) 

 

 

539(436-600) 

 

 

- 

 

 

409(186-557) 

 

 

483(229-713) 

 

799 

(662-1058) 

Costa et al., 

2021 

 

823 

(719-942) 

 

368(274-493) 

 

9.5(4-24) 

-  

222(229-713) 

 

307(258-366) 

Presente 

estudo 

  

 - 

 

- 

 

(1.0-15.5)** 

 

- 

 

- 

 

- 
Fonte: Elaborado pelo autor (2021) 
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3.5 CONCLUSÕES 

Realizamos uma breve revisão e checklist de espécies por meio de trabalhos de 

taxonomia, morfologia, ecologia de protozoários ciliados associados com hospedeiros da 

subfamília Caprinae. De acordo com a revisão, 72 espécies e 14 gêneros de ciliados já foram 

registrados associados a caprinos domésticos e selvagens (Capra hircus, Rupicapra 

rupicapra, Capra pyrenaica e Capra ibex). As hipóteses filogenéticas recuperadas 

demonstram que as espécies associadas a caprinos formam um grupo merofilético, sendo 

agrupadas nas famílias Ophryoscolecidae e Isotrichidae. De acordo com os métodos utilizados 

no trabalho, uma idade máxima e mínima em torno de 8.2Ma e 2.4Ma, foi proposta para 

espécies de ciliados associdas com caprinos, Ophryoscolecidae e Isotrichidae, 

respectivamente. Com este resultado, permite concluir ainda que, nos períodos Neogene e 

Quaternário já era possível a diversificação dos ciliados de caprinos, visto que nessa época o 

nicho para sua colonização já era disponível. Para além de ser o primeiro trabalho de checklist 

envolvendo protozoários ciliados em caprinos, constatamos igualmente que a escassez de 

publicações de trabalhos de descrição taxonômica e morfológica de ciliados do rúmen nestes 

hospedeiros, contribui com a falta de conhecimento da ciliatofauna deste grupo de 

ruminantes. Assim, enfatizamos a importância na utilização de várias técnicas e de forma 

integrativa para melhoria nas descrições detalhadas e melhor conhecimento da composição da 

fauna de ciliados. 
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4 CAPÍTULO 2 

 

CILIADOS EM RUMINANTES DOMÉSTICOS NA ÁFRICA E PRIMEIRA 

CARATERIZAÇÃO DE CILIADOS (ALVEOLATA, CILIOPHORA) NO RÚMEN DE 

CAPRINOS DOMÉSTICOS DA RAÇA LANDIM (CAPRA HIRCUS L) EM 

MOÇAMBIQUE 

 

4.1 RESUMO 

 

O rúmen é um ecossistema extremamente diverso e densamente colonizado por bactérias, 

arqueias metanogênicas, fungos e protistas. Neste trabalho, a composição genérica e específica de 

protozoários ciliados do conteúdo ruminal de 28 caprinos domésticos da raça Landim (Capra 

hircus L) de Moçambique foi estudada representando o primeiro registro do país. Além disso, foi 

realizada uma compilação de registros de protozoários ciliados de ruminantes domésticos 

reportados em seis países africanos. A caraterização morfológica dos ciliados, bem como a 

densidade genérica e abundância específica foram estimadas utilizando-se técnicas e preparação 

semipermanente. Quarenta e sete espécies pertencentes a dez gêneros foram registradas no 

conteúdo ruminal de caprinos de Moçambique. O número médio de ciliados desse registro foi de 

49.39 (± 134.7) x 10
4
/ml de conteúdo ruminal. Entodinium caudatum foi a espécie mais 

abundante, com 100% de prevalência. Uma revisão da literatura disponível em bases de dados foi 

realizada para compilação de gêneros e espécies de ciliados de caprinos, ovinos e bovinos, 

evidenciando que cento e doze espécies e morfotipos pertencentes a treze gêneros já foram 

registrados em seis países do continente africano nomeadamente, Egito, Líbia, Tunísia, África do 

Sul, Quênia e Tanzânia. Evidenciamos que Tanzânia apresentou o maior registro, recuperando 

quarenta e nove espécies de ciliados descritos. Este trabalho é o primeiro esforço no relato de 

presença e caracterização morfológica, bem como estimativa da composição de protozoários 

ciliados no rúmen de caprinos de Moçambique, bem como primeiro compilado desses ciliados 

em ruminantes domésticos na África. 

 

Palavras-chave: Caprinae. Morfologia. Impregnação pela prata. Ophryoscolecidae. Taxonomia. 
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4.2 INTRODUÇÃO 

Os protozoários ciliados do rúmen são o principal componente eucariótico do ecossistema 

ruminal e podem contribuir com até 60% da biomassa no rúmen e com um terço do material 

digerido (ROSSI, 2017; NEWBOLD; RAMOS-MORALES, 2020). Esses ciliados simbióticos 

pertencem à subclasse Trichostomatia e podem utilizar uma vasta gama de compostos de 

carboidratos, como açúcar solúvel, amido e lignocelulose (MIZRAHI, 2013; GÜRELLI; 

MOHAMED, 2021).  

No caso dos protozoários ciliados, o processo de instalação no trato digestivo de caprinos 

e outros mamíferos herbívoros, já foi reportado pelos seguintes autores (BRYANT; SMALL, 

1956; CONRAD et al., 1958; EADIE et al., 1959; EADIE, 1962; HUNGATE, 1966; CHURCH, 

1974; NOGUEIRA FILHO et al., 1983; MEALE et al., 2017; YEOMAN et al., 2018; 

CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2019). Vários fatores são necessários para instalação e 

desenvolvimento desses ciliados, destes, destacam-se fatores genéticos, filogenéticos, 

distribuição geográfica, dieta consumida e as condições fisiológicas dos hospedeiros 

(OGIMOTO; IMAI, 1981; LANGDA et al., 2020). As diferentes estratégias alimentares adotadas 

e distribuídas em linhagens de ruminantes são apontadas, igualmente, como comportamentos que 

contribuem e aumentam a chance para a instalação,  composição e estrutura da comunidade de 

protozoários ciliados nos diferentes compartimentos do trato digestivo dos animais com 

ruminação (LANGDA et al., 2020). 

Embora seja reconhecida a existência da instabilidade na composição de tricostomatídeos 

do rúmen, alguns autores (DEHORITY; ORPIN, 1997), reportaram que, o número de espécies de 

ciliados gastrointestinais em um hospedeiro doméstico específico é geralmente limitado em trinta 

e cinco espécies ou um pouco abaixo desse número. Nesse sentido, os protozoários ciliados de 

ambientes gastrointestinais de ruminantes domésticos são considerados de forma geral similares 

em termos de composição, apesar de ocorrer algumas variações caracterizadas pela localização 

geográfica dos seus hospedeiros (IMAI et al., 1989; GÖÇMEN et al., 2005). Diante disso, em um 

ecossistema ruminal os protozoários ciliados podem apresentar uma densidade de 10
5
 – 10

6
 

indivíduos/ml de conteúdo ruminal (HOBSON;STEWART, 1997; SYLVESTER et al., 2004; 

KITTELMANN et al., 2015). 

Dentre os grupos de mamíferos ruminantes e pseudoruminantes que abrigam ciliados 

endossimbiontes do trato gástrico, os animais como llamas, guanacos, girafas, camelos são 
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negligenciados e dentro dos ruminantes, os caprinos são os mais negligenciados, pois as 

pesquisas baseadas em estudos morfológicos e taxonômicos de ciliados simbiontes de mamíferos 

herbívoros têm sido conduzidas, na sua maior parte, em hospedeiros como bovinos, ovinos, 

búfalos (CEDROLA et al., 2020; SILVA et al., 2021). Este fato, faz com que os registros da 

composição de protozoários ciliados nestes hospedeiros negligenciados nos estudos, não seja 

suficientemente conhecido. 

A subfamília Caprinae (Ruminantia, Bovidae) é tradicionalmente dividida em quatro 

tribos: Rupicaprini que incluem os gêneros Rupicapra, Oreamnos, Capricornis e Nemorhaedus; 

Ovibovini composta pelos gêneros Ovibos e Budorcas; Caprini formada por cinco gêneros, Ovis, 

Capra, Pseudois, Hemitragus e Ammotragus; e Saigini que consiste em dois gêneros, Saiga e 

Pantholops (SIMPSON, 1945; NOWAK, 1991; LALUEZA-FOX et al., 2002). No entanto, esta 

classificação tem sido alvo de intensas controvérsias em estudos morfológicos e, especialmente, 

em análises moleculares (LALUEZA-FOX et al., 2002). Segundo os pesquisadores ROPIQUET 

& HASSANIN (2004) estas tribos excetuando o gênero Saiga, encontram-se agrupadas em uma 

única tribo, Caprini sensu lato (HASSANIN; DOUZERY, 1999a) que inclui os 12 gêneros 

nomeadamente: (1) Ammotragus, (2) Budorcas, (3) Capra, (4) Hemitragus, (5) Naemorhedus, (6) 

Oreamnos, (7) Ovibos, (8) Ovis, (9) Pantholops, (10) Capricornis, (11) Pseudois e (12) 

Rupicapra. 

 Os caprinos são ruminantes que fazem parte do grupo de mamíferos herbívoros que 

estabelecem fortes relações simbióticas com protozoários ciliados, auxiliado pela sua 

característica de ruminação (OGIMOTO; IMAI, 1981; GÖÇMEN et al., 2001a). Este processo de 

ruminação permite que os caprinos aproveitem melhor a absorção de nutrientes contidos nos 

vegetais. Por isso, a progressiva modificação funcional do rúmen, a partir do nascimento dos 

filhotes, está relacionada com transformações anatômicas, fisiológicas e bioquímicas para 

ruminação, que mais tarde, permitirá a instalação de numerosas espécies de bactérias, 

protozoários ciliados e outros microrganismos que participam ativamente no processo de 

transformação da matéria alimentar ingerida pelos animais (NOGUEIRA FILHO et al., 1983). 

 Entre as raças de caprinos domésticos, a raça Landim (Capra hircus L) de Moçambique é 

considerada autóctone e presente em quase todo território do país (MACIEL, 2004; GARRINE et 

al., 2010). São animais que se alimentam de forragens nativas (capim e folhas de arbustos) em 

especial herbáceas como Heteropogon contortus e algumas xerófitas (Combretum spp, 
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Colophospermum mopane, Adansonia digitata, Heteropogon contortus) oriundas da 

biodiversidade local (MACIEL, 2004). Os adultos podem pesar aproximadamente 22Kg para 

fêmeas e 25Kg para machos (MCKINNON; ROCHA, 1985). Para além do peso, a raça é 

caraterizada por ser prolífica e bem adaptada às condições locais e em climas com alta pressão 

ambiental (MUIR et al., 1995). Segundo os dados estatísticos oficiais do país, em 2015, a 

população caprina foi estimada em três milhões e oitocentos e noventa e seis mil e trezentos 

indivíduos (3.896.300). Este número reflete a importância econômica que a raça possui na 

população residente, sobretudo, como fonte de segurança alimentar, renda e emprego rural 

(SAUTIER, 2017). 

Embora existam registros de diversidade, morfologia, ecologia e filogenia de protozoários 

ciliados nas cavidades ruminais de mamíferos herbívoros em distintas regiões geográficas do 

mundo (ITO et al., 1995; SANTRA et al., 1998; GÖÇMEN et al., 2002; MERMER et al., 2003; 

GÖÇMEN; KARAOGLU, 2005; CARVALHO et al., 2011; GÜRELLI et al., 2016; EBRAHIMI 

et al., 2018, CEDROLA et al., 2020), o conhecimento sobre este grupo de eucariotos e sua 

distribuição global é ainda bastante limitado (SILVA et al., 2022) sendo que, atualmente a 

subclasse Trichostomatia é conhecida por abrigar aproximadamente 1,000 espécies, 129 gêneros 

e 21 famílias e uma boa parte dessas espécies encontram-se distribuídas nas ordens 

Entodiniomorphida e Vestibuliferida (CEDROLA et al., 2020). 

Em termos comparativos, o conhecimento sobre os protozoários ciliados do trato 

gastrointestinal de hospedeiros domésticos registrados em países da África (FANTHAM, 1920; 

1921; 1926; VAN DER WATH; MYBURGH, 1941; IMAI, 1988; SELIM et al., 1996; SELIM et 

al., 1999; MISHIMA et al., 2009; BOOYSE; DEHORITY, 2011; BARAKA, 2012; MOHAMED, 

2017; GÜRELLI; Daw, 2020) é ainda bastante limitado se comparado com os trabalhos dos 

autores que fizeram estudos em outras regiões do mundo como Ásia, nomeadamente, Turquia 

(GÖÇMEN; ATATUR, 2002; GÖÇMEN et al., 2002; RASTGELD; GÖÇMEN, 2003; 

MERMER et al., 2003; GÖÇMEN; RASTGELDI, 2004; GÖÇMEN; KARAOĞLU, 2005; 

GÖÇMEN et al., 2005; GÖÇMEN; SEZGIN, 2006; MERMER et al., 2006; GÜRELLI, 2014), 

Paquistão (LUBINSKy, 1955; LUBINSKY, 1957), Japão (IMAI et al., 1978; ITO et al., 1995), 

Nepal (GURUNG et al., 2002), Coréia do Sul (LEE, 1979), Irão (TALARI et al., 2004), 

Quirguistão (GÜRELLI et al., 2016); Brasil (DEHORITY, 1986; D'AGOSTO; GUEDES, 2000; 

2001; NOGUEIRA FILHO et al., 2000; DE MATOS et al., 2008; MARTINELE et al., 2008; 
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2010;CEDROLA et al., 2016; 2019; 2020) e Europa com os seguintes países: Espanha 

(FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; DE LA FUENTE et al., 2009), antiga 

Tchecoslováquia (CRHA et al., 1985), Islândia (DE LA FUENTE et al., 2006) e Itália 

(CHRISTL, 1958) (SILVA et al., 2022). Isto permite traçar a hipótese segundo a qual um número 

considerável dos mamíferos ruminantes domésticos e selvagens dos países do continente 

africano, até presente data, ainda não possuem dados suficientes sobre ocorrência e composição 

de protozoários ciliados nesse ecossistema (EBRAHIMI et al., 2018).  

Diante destas constatações desperta a necessidade de maior ampliação de coleta e de 

estudos taxonômicos com hospedeiros nessas localidades. A título de exemplo, os registros 

disponíveis nas diversas bases de dados mostram que até então, não existem informações de 

registro e da composição de espécies de protozoários ciliados gastrointestinais de ruminantes 

domésticos ocorrendo em Moçambique. Por isso, os objetivos do presente estudo foram: 

determinar a composição genérica e específica de protozoários ciliados do rúmen de caprinos da 

raça Landim do norte de Moçambique; comparar a densidade genérica e específica com registros 

em outros estudos, e compilar os registros de ciliados reportados em ruminantes domésticos de 

países africanos. 

 

4.3 MATERIAL E MÉTODOS 

4.3.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS  

As amostras do conteúdo ruminal de 28 caprinos domésticos (Capra hircus L.), sendo 16 

machos e 12 fêmeas adultos da raça Landim, foram obtidas nos matadouros da cidade de 

Montepuez (latitude 13° 7′ 0″ S e longitude 39° 0′ 0″ E), no norte de Moçambique, entre 

dezembro de 2019 e janeiro de 2020. Os animais tiveram crescimento em pastagem natural e os 

pesos variavam entre 19 a 32kg em machos e, entre 16 a 35kg em fêmeas. As amostras foram 

obtidas no período entre as 6h e às 9h da manhã depois do abate dos animais e remoção da bolsa 

ruminal no animal abatido (CERTIFICADO VETERINÁRIO PARA PRODUTOS 

BIOLÓGICOS). Em seguida, a parede do rúmen foi eviscerada longitudinalmente para que o 

conteúdo ruminal fosse coletado. Em cada hospedeiro, 20cm
3
 de amostra ruminal foi coletada e 

fixada em formalina 18.5% (v/v) (DEHORITY, 1984), totalizando 28 amostras. Depois do 

processo de coleta, as amostras foram enviadas para o Laboratório de Protozoologia da 

Universidade Federal de Juiz Fora para o processamento e análise. Todos os procedimentos 
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foram aprovados pelo Ministério de Agricultura e Desenvolvimento Rural de Moçambique (VER 

ANEXO J) 

 

4.3.2 ANÁLISE DA DENSIDADE GENÉRICA  

A densidade genérica de protozoários ciliados do rúmen foi obtida utilizando uma câmara 

de contagem Sedgewick-Rafter (DEHORITY, 1984) com a modificação proposta pelos autores 

D'AGOSTO; CARNEIRO (1999). Uma subamostra de 1ml foi pipetada e adicionada três gotas 

de solução Lugol. Esperou-se por pelo menos 15 minutos antes da contagem e, após este tempo, 

foi adicionado 9 ml de glicerina 30%. Em seguida, 1ml do conteúdo corado e diluído foi aplicado 

em uma câmara de contagem Sedgewick-Rafter. Os protozoários presentes em 50 campos foram 

contados e, posteriormente, rotacionou-se a câmara em 180
o
, contando os presentes em outros 50 

campos. O número total de ciliados por gênero foi calculado multiplicando-se os valores obtidos 

por 80 e por 20, o que corresponde à superfície total da câmara e à diluição (fixação mais 

glicerina) (DEHORITY,1984). Os dados foram inseridos em uma planilha padrão do Excel no 

formato Microsoft Office 2010 para o cálculo da estatística descritiva no Software R. 

 

4.3.3 ABUNDÂNCIA RELATIVA E IDENTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES 

A abundância relativa das espécies foi calculada de acordo com a proposta de MISHIMA 

et al. (2009) com 300 indivíduos em microscopia óptica em aumento de 400X. A classificação e 

identificação das espécies foram realizadas com base em atlas de identificação (OGIMOTO; 

IMAI, 1981), artigos originais de descrições de espécies e listas taxonômicas a partir de artigos 

de revisão e caracterização morfológica de ciliados do rúmen (DOGIEL, 1927; KOFOID; 

MACLENNAN, 1930; HSIUNG, 1932; KOFOID; MACLENNAN, 1932; 1933; IMAI, 1981; 

IMAI, 1984; DEHORITY, 1986a, b; WILLIAMS; COLEMAN, 1992; GÖÇMEN, 1999a, b, c; 

GRAIN, 1994; GÖÇMEN et al., 2001a, b, c; GÖÇMEN; ATATÜR, 2002; GÖÇMEN et al., 

2002; RASTGELDI; GÖÇMEN, 2003; RASTGELDI et al., 2003; GÖÇMEN; RASTGELDI, 

2004). A terminologia sobre a posição anatômica dos ciliados seguiu o proposto por DOGIEL 

(1927), em que a região dorsal do ciliado se refere ao local onde se situa o macronúcleo e a 

região oposta é designada como ventral. 
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3.3.4 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

4.3.4.1 TÉCNICA SEMIPERMANENTE COM CORANTE À BASE DE IODO  

Para melhor compreender o número e a morfologia de placas esqueléticas, foi utilizada a 

técnica semipermanente com corante à base de iodo (D'AGOSTO; CARNEIRO, 1999; 

CEDROLA et al., 2015). A partir das amostras fixadas e homogeneizadas, foi colhida uma 

alíquota de 1ml da amostra em tubo de ensaio com capacidade de 14ml, sendo adicionadas três 

gotas de corante à base de iodo – Solução de Lugol. Após 15 minutos, destinados a coloração dos 

organismos, foram realizadas observações e fotomicrografias em microscópio Olympus BX 51 

com contraste interferencial diferencial (DIC). 

 

4.3.4.2 TÉCNICA DE IMPREGNAÇÃO PELO CARBONATO DE PRATA 

Com objetivo de visualizar e compreender melhor os aparatos nucleares e o padrão de 

bandas infraciliares dos protozoários ciliados, foi utilizada a técnica de impregnação pelo 

carbonato de prata segundo FERNANDEZ-GALIANO (1976), com modificações propostas por 

ROSSI et al. (2016) para ciliados ruminais. Aproximadamente três gotas de cada amostra de 

conteúdo ruminal de caprino fixadas em formalina 18,5% v/v (DEHORITY, 1984) foram 

transferidas para um tubo de ensaio com capacidade de 35ml, contendo aproximadamente 4ml de 

água destilada. Em seguida foram adicionadas quatro gotas de piridina pura (P.A), seis gotas de 

proteose peptona bacteriológica 4% e aproximadamente 35 a 40 gotas de Rio-Hortega (solução 

de carbonato de prata) (FERNANDEZ-GALIANO, 1976). Após a adição dos reagentes, o tubo 

foi incubado em banho-maria, em temperatura de 40
o
C por 30 minutos (ROSSI et al., 2016). 

Posteriormente, alíquotas desse material foram analisadas entre lâmina e lamínula e fotografadas 

em microscópio Olympus BX 51 com contraste interferencial diferencial (DIC). 

 

4.3.5 COMPILAÇÃO DE REGISTROS DE PROTOZOÁRIOS CILIADOS REPORTADOS EM 

PAÍSES DA ÁFRICA 

Para obtermos informações sobre registros de espécies de ciliados em ruminantes 

domésticos de países da África, revisamos a literatura disponível nas seguintes plataformas: 

Google Scholar, Google Books, PubMed, Scielo, Scopus, MGRast e Web of Science. A busca foi 

realizada selecionando todas as décadas de publicações disponíveis desde 1843 à 2021 

(FANTHAM, 1920; 1921; 1926; VAN DER WATH; MYBURGH, 1941; IMAI, 1988; SELIM et 
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al., 1996; SELIM et al., 1999; MISHIMA et al., 2009; BOOYSE; DEHORITY, 2011; BARAKA, 

2012; MOHAMED, 2017; GÜRELLI; DAW, 2020) nas diferentes bases de dados, bem como a 

combinação das seguintes palavras-chave: “Ciliates in Goats”, “Ciliates in Cattle”, “Ciliates in 

Sheep”, “Ciliates ruminants domestic in Africa”, “Country and Protozoa”, “Rumen protozoa in 

Africa” and “Studies on ciliates in Africa”. O registro foi organizado em formato de tabela, 

constituída por gênero, espécie, subespécie e os países de registro.  

Ainda, foi gerado gráfico de barras tipo com objetivo de compreender quais e quantos 

gêneros foram registrados em cada país africano analisado. Para isso, os dados foram tabulados 

no Excel e o gráfico plotado no Software Rstudio através do pacote ggplot2. 

Com objetivo de compreender a quantidade específica de protozoários ciliados de 

caprinos (Capra hircus), ovinos (Ovis aries) e bovinos (Bos taurus) registrados por gênero em 

países da África, foi esquematizado um diagrama circular por meio do programa online 

http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/. Os dados foram tabulados no Excel indicando os gêneros e a 

quantidade de espécies de cada gênero. 

 

4.4 RESULTADOS 

4.4.1 ANÁLISE DA DENSIDADE GENÉRICA  

Foram analisadas um total de 28 amostras de conteúdo ruminal de caprinos domésticos 

(Capra hircus L). A estimativa de densidade genérica registrou a presença de dez gêneros de 

protozoários ciliados endossimbiontes pertencentes a duas familias: Isotrichidae (Isotricha e 

Dasytricha) e Ophryoscolecidae (Entodinium, Diplodinium, Polyplastron, Elytroplastron, 

Epidinium, Metadinium, Eudiplodinium e Ophryoscolex). O gênero mais abundante foi 

Entodinium (porcentagem total de contagem 71,6%), com a prevalência de 100% e o gênero 

menos abundante foi Eudiplodinium (0,07%) com a prevalência de 9% (Tabela 1). 

Tabela 1. Estimativa da densidade genérica de protozoários ciliados/ ml de conteúdo ruminal em 

caprinos da raça Landim (Capra hircus L) (n= 28) de Moçambique. n: tamanho amostral; 

SD: desvio padrão. 

 

Gêneros 

Prevalência 

(%) 

Percentagem total de 

contagem(%) 

Densidade 

média/mL 

 

SD 

Isotricha 86 8.3 50028.5 87005.4 

Dasytricha 79 5.2 31600 47282.7 

Entodinium 100 71.6 428914.3 108625.5 

Elytroplastron  82 3.8 22914.2 28258.4 

Epidinium 79 5.0 30514.2 39331.7 
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Diplodinium 68 4.1 24971.4 37369.7 

Polyplastron 50 0.7 4457.1 6737.1 

Metadinium  25 0.5 3314.2 7921.7 

Eudiplodinium 7 0.07 114.2 419.6 

Ophryoscolex 11 0.3 2114.2 9968.7 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

4.4.2 ABUNDÂNCIA RELATIVA E IDENTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES 

O número médio (± SD) de ciliados do conteúdo ruminal de 28 caprinos domésticos 

(Capra hircus) foi de 49.39 (± 134.7) x 10
4
/ml (limite, 0.30 – 920 x 10

4
/ml). Quarenta e sete 

espécies e duas subespécies pertencentes a dez gêneros foram identificadas. Das espécies de 

ciliados, Entodinium caudatum foi a mais abundante, com prevalência de 100%, enquanto que 

Entodinium salmani, Entodinium ekendrae, Epidinium tricaudatum, Ophryscolex caudatum e 

Ophryscolex purkynjei foram observadas apenas em um animal cada (prevalência 3.5%) (Tabela 

2). Majoritariamente, os ciliados do conteúdo ruminal de caprinos de Moçambique foram 

constituídos principalmente por indivíduos do gênero Entodinium (mean, 32.8%; limite, 12% – 

45%) (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Abundância relativa de ciliados do conteúdo ruminal de caprinos da raça Landim 

(Capra hircus L) (n= 28) de Moçambique. SD: desvio padrão; Min: mínimo; Max: 

máximo 

Espécie, subespécie Prevalência   

(%) 

Abundância relativa (%) 

Mean ± SD Range (Min-Max) 

ISOTRICHA Stein, 1858 
Isotricha prostoma  Stein, 1858 

 

60.7 

 

1.4 ± 1.94 

 

0 – 8.0 

Isotricha intestinalis Stein, 1858 

DASYTRICHA Schuberg, 1888 

50 1.1 ± 1.91 0 – 7.6 

Dasytricha ruminantium Schuberg, 1888 

ENTODINIUM Stein, 1858 

71.4 2.2 ± 4.40 0 – 21.0 

Entodinium caudatum Stein, 1858 100 11.7 ± 7.25 1 – 31.3 

Entodinium caudatum caudatum Stein, 1858 7.1 <0.1 ± 0.25 0 – 1.3 

Entodinium caudatum lobosospinosum  Stein, 1858 89.2 6.0 ± 6.90 0 – 26.6 

Entodinium bimastus Dogiel, 1927 64.2 4.0 ± 7.88 0 – 37.6 

Entodinium yunense Ito, 1994  67.8 4.0 ± 3.42 0 – 12.0 

Entodinium oktmae Göçmen, 2001 7.1 <0.1 ± 0.13 0 – 0.6 

Entodinium imaii Göçmen,2001 7.1 <0.1 ± 0.30 0 – 1.6 

Entodinium simplex  Dogiel, 1925 82.1 1.3 ± 1.82 0 – 7.0 

Entodinium nanellum  Dogiel, 1923 82.1 3.2 ± 3.31 0 – 13.0 

Entodinium bursa  Stein, 1858 10.7 <0.1 ± 0.09 0 – 0.3 

Entodinium longinucleatum  Dogiel, 1925 85.7 2.6 ± 2.47 0 – 9.6 

Entodinium dubardi  Buisson, 1923 7.1 <0.1 ± 0.19 0 – 1.0 
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Entodinium exiguum  Dogiel, 1925 75 1.3 ± 2.07 0 – 9.3 

Entodinium bovis Wertheim, 1935 42.8 0.4 ± 0.86 0 – 4.0 

Entodinium ovinum  Dogiel, 1927 39.2 0.8 ±1.24 0 – 4.0 

Entodinium salmani  Gocmen and Rastgeldi, 2004   3.5 <0.1 ± 0.18 0 – 1.0 

Entodinium dilobum  Dogiel, 1927 50 0.8 ± 1.49 0 – 6.3 

Entodinium minimum Schuberg, 1888 60.7 3.6 ± 8.16 0 – 41.6 

Entodinium rectangulatum Kofoid and MacLennan, 

1930 

53.5 0.9 ± 1.80 0 – 6.6 

Entodinium simulans Lubinsky, 1957 39.2 1.0 ± 2.02 0 – 8.6 

Entodinium dali  Dehority, 1974 7.1 <0.1 ± 0.07 0 – 0.3 

Entodinium ekendrae Das-Gupta,1935 3.5 <0.1 ± 0.05 0 – 0.3 

Entodinium rhomboideum  Kofoid and 

MacLennan,1930 

7.1 <0.1 ± 0.43 0 – 2.3 

Entodinium parvum Buisson,1923                     28.5        0.8 ± 1.65 0 – 7.0 

Entodinium quadricuspis  Dogiel, 1925 

EUDIPLODINIUM Dogiel, 1927 

14.2 0.1 ± 0.61 0 – 3.0 

Eudiplodinium maggii (Fiorentini, 1889) 

DIPLODINIUM Schuberg, 1888 

17.8 0.2 ± 0.76 0 – 3.0 

Diplodinium anisacanthum  Dogiel, 1927 17.8 0.5 ± 0.88 0 – 2.6 

Diplodinium dentatum  (Stein, 1858) 25 1.2 ± 2.99 0 – 13.3 

Diplodinium monocanthum  Dogiel, 1927 7.1 0.1 ± 0.75 0 – 4.0 

Diplodinium diacanthum  Dogiel, 1927 7.1 <0.1 ± 0.15 0 – 0.6 

Diplodinium triacanthum Dogiel, 1927 14.2 0.1 ± 0.62 0 – 3.3 

Diplodinium tetracanthum Dogiel, 1927 25 0.6 ± 1.60 0 – 7.3 

Diplodinium pentacanthum Dogiel,1927 

POLYPLASTRON Dogiel and Fedorowa, 1925 

14.2 0.5 ± 1.79 0 – 8.3 

Polyplastron multivesiculatum (Dogiel and 

Fedorowa, 1925) 

ELYTROPLASTRON Kofoid and Mc Lennan, 1932 

50 0.8 ± 1.49 0 – 5.6 

Elytroplastron bubali (Dogiel, 1928) 

METADINIUM Awerinzew and Mutafowa, 1914 

53.5 1.5 ± 2.21 0 – 7.6 

Metadinium medium Awerinz and Mutafowa, 1914 14.2 0.1 ± 0.27 0 – 1.0 

Metadinium ypsilon Dogiel,1925 

EPIDINIUM Crawley, 1923 

10.7 <0.1 ± 0.22 0 – 1.0 

Epidinium ecaudatum (Fiorentini, 1889) 35.7 0.3 ± 0.62 0 – 2.3 

Epidinium caudatum (Fiorentini, 1889) 35.7 0.3 ± 0.61 0 – 2.3 

Epidinium parvicaudatum (Awerinz and Mutafowa, 

1914) 
46.4 0.7 ±1.31 0 – 5.0 

Epidinium cattanei  (Sharp,  1914) 39.2 1.2 ± 2.46 0 – 10.6 

Epidinium quadricaudatum (Sharp,  1914) 39.2 0.5 ± 0.90 0 – 3.6 

Epidinium tricaudatum (Sharp,1914) 3.5 <0.1± 0.11 0 – 0.6 

Epidinium eberleini  (Da Cunha,1914) 

OPHRYOSCOLEX Stein, 1858 

32.1 0.1 ± 0.29 0 – 1.0 

Ophryscolex caudatum  Eberlein, 1895 3.5 0.2 ± 1.32 0 – 7.0 

Ophryscolex purkynjei Stein, 1858 3.5 <0.1 ± 0.49 0 – 2.6 

Total de espécies e subespécies: 47 e 2.    

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Figura 1. Fotomicrografias de protozoários ciliados do conteúdo ruminal de caprinos da raça 

Landim (Capra hircus L), observados por meio da técnica semipermanente com corante à 

base de iodo. A- Isotricha prostoma; B- Isotricha intestinalis; C- Entodinium sp.; D- 

Entodinium minimum; E- Entodinium dilobum; F- Entodinium rectangulatum; G- 

Entodinium bimastus; H- Entodinium longinucleatum; I- Entodinium longinucleatum; J- 

Diplodinium anisacanthum; K- Epidinium parvicaudatum; L- Epidinium cattanei; M- 

Polyplastron multivesiculatum; N- Eudiplodinium maggii; O- Elytroplastron bubali; P- 

Ophryoscolex caudatus. Ma- macronúcleo; ACZ- zona adoral de ciliatura; CL-lobo 

caudal; Ctp- citoproto; CV- vacúolo contractile; DCZ- zona dorsal de ciliatura dorsal; Mi- 

micronúcleo; Sk- placa esquelética; Ve- vestibulo; CS- espinha caudal. Aumento de 400x, 

microscopio Olympus BX51. Barras: 10 μm.  
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        Fonte: Elaborado pelo Autor (2022) 
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Figura 2. Fotomicrografias de protozoários ciliados do conteúdo ruminal de caprinos da raça 

Landim (Capra hircus L), observados por meio da técnica de impregnação pelo carbonato 

de prata. A- Isotricha intestinalis; B- Dasytricha ruminantium C- Entodinium bimastus 

D- Entodinium minimum; E- Entodinium longinucleatum; F- Entodinium rectangulatum e 

G- Entodinium caudatum; H-Entodinium ekendrae; I- Entodinium caudatum; J- 

Entodinium sp; K e L- Entodinium longinucleatum; M- Diplodinium anisacanthum; N- 

Polyplastron multivesiculatum; O-Metadinium sp; P- Polyplastron multivesiculatum, 

evidencindo o macronúcleo; Q- Polyplastron multivesiculatum; R- Epidinium 

tricaudatum; S- Epidinium cattanei; T-Epidinium cattanei, evidenciando as placas 

esqueléticas; U- Ophryoscolex caudatus V- Ophryoscolex caudatus, evidenciado o 

formato de dorsal polybrachkinety e adoral polybrachkinety; X- Ophryoscolex caudatus, 

evidenciando contractile vacuole; w- Ophryoscolex purkynjei. Ma- macronúcleo; ACZ-

adoral ciliary zone; AP- policinécia adoral; CL- lobo caudal; Ctp- citoproto; CV- vacúolo 

contractile; DCZ- zona dorsal de ciliatura; DP- policinécia dorsal; Mi- micronúcleo; Sk- 

placa esquelética; Ve- vestíbulo; VP- policinécia vestibular; CS- espinha caudal; CL- lobo 

caudal; Fr-fragmento. Aumento de 400x microscopio Olympus BX51. Barras: 10 μm.  
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     Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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4.4.3 COMPILAÇÃO DE REGISTROS DE PROTOZOÁRIOS CILIADOS REPORTADOS EM 

PAÍSES DA ÁFRICA 

Após a compilação de protozoários ciliados em caprinos, ovinos e bovinos reportados em 

países africanos, observou-se que um total de 112 espécies e morfotipos pertencentes a 13 

gêneros já foram registrados em seis países do continente (Tabela 3; Figura 3), dos quais Egito 

registrou 38 espécies, Líbia com 33, Tunísia com 25, África do Sul com 28, Quénia com um total 

de 47 e por último Tanzânia, onde foram registradas 49 espécies e morfotipos de ciliados 

endossimbiontes de caprinos, ovinos e bovinos domésticos (Tabela 3). Entodinium yunense, 

Entodinium rectangulatum, Entodinium ekendrae, Entodinium rhomboideum, Entodinium 

quadricuspis, Diplodinium diacanthum, Diplodinium triacanthum, Diplodinium pentacanthum, 

Epidinium triacaudatum, Epidinium quadricaudatum, Epidinium parvicaudatum e Epidinium 

eberleini foram observadas pela primeira vez no continente africano no presente trabalho. Ainda 

em relação aos registros, onze espécies marcam a sua segunda ocorrência dentro do continente, 

sendo registradas anteriormente, nomeadamente, Entodinium ovinum e Entodinium bovis na Líbia 

(caprinos e ovinos), Entodinium bimastus no Quênia (bovinos), Entodinium dalli, Entodinium 

imaii, Entodinium oktmae, Diplodinium monocanthum, Diplodinium tetracanthum, 

Elytroplastron bubali, Epidinium caudatum e Epidinium cattanei no Egito (caprinos, ovinos e 

bovinos) (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Protozoários ciliados registrados em caprinos domésticos (Capra hircus), ovinos 

domésticos (Ovis aries) e bovinos domésticos (Bos taurus) em países do continente 

africano. Presente estudo (em caprinos),  Egito (em caprinos, ovinos e bovinos), Líbia (em 

caprinos e ovinos), Tunísia (em bovinos), Africa do Sul (em ovinos e bovinos), Quênia 

(bovinos) e Tanzânia (bovinos) 

Gênero, Espécie e sub-espécies Presente  

estudo 

Egito 

[1] 

Líbia 

[2] 

Tunísia 

[3] 

África  do Sul 

[4] 

Quênia 

[5] 

Tanzânia 

[6] 

ISOTRICHA Stein, 1858        
Isotricha prostoma  + + + + + + + 
Isotricha intestinalis + + + + + + + 
DASYTRICHA Schuberg, 1888        
Dasytricha ruminatum + + + + + + + 
ENTODINIUM Stein, 1858        
Entodinium caudatum  + - + - + - - 
Entondium caudatum f. caudatum + + - - + - - 
Entodinium caudatun f. dubardi - + - - + - - 
Entodinium caudatunf.lobospinosum + + - - - - - 
Entodinium rectangulatum + - - - - - - 
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Entodiniumrectangulatumf.caudatum - + - - - - - 
Entodinium williamsi f. turcicum - + - - - - - 
Entodinium yunense + - - - - - - 
Entodinium yunnense f. yunnense - + - - - - - 
Entodinium yunnense 

f.spinonucleatum 
- + - - - - - 

Entodinium nanellum  + + + + + + + 
Entodinium constrictum - + - - - - - 
Entodinium bursa  + + + + + - - 
Entodinium elongatum - - - - + - - 
Entodinium exiguum + + + + + - - 
Entodinium salmani + + - - - - - 
Entodinium longinucleatum + - + + + + + 
Entodinium minimum + - + + + + - 
Entodinium dilobum + - + + - - - 
Entodinium simulans + - + + - - - 
Entodinium ellipsoideum - - - + - - - 
Entodinium simplex + - + + + - - 
Entodinium dubardi + - + - + + + 
Entodinium parvum + - + - + + - 
Entodinium ovinum + - + - - - - 
Entodinium rostratum - - + - - + - 
Entodinium bovis + - + - - - - 
Entodinium furca - - + - + - - 
Entodinium tricostatum - - - - - + + 
Entodinium biconcavum - - - - - + - 
Entodinium gibberosum - - - - - + + 
Entodinium chatterjee - - - - - + + 
Entodinium bimastus + - - - - + - 
Entodinium indicum - - - - - + + 
Entodinium tsunodai - - - - - + + 
Entodinium dalli + + - - - - - 
Entodinium imaii + + - - - - - 
Entodinium oktemae + + - - - - - 
Entodinium palmar - - - - - - + 
Entodinium convexum - - - - - - + 
Entodinium birostratum - - - - - - + 
Entodinium ekendrae + - - - - - - 
Entodinium rhomboideum + - - - - - - 
Entodinium quadricuspis + - - - - - - 
DIPLODINIUM Schuberg, 1888        
Diplodinium dentatum + + + - + - + 
Diplodinium anisacanthum + + - + - + - 
Diplodinium. Cameli - - - + - - - 
Diplodinium minor - - + - - - - 
Diplodinium polygonale - - - - + + + 
Diplodinium bilobosum - - - - - + - 
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Diplodinium mahidoli - - - - - + - 
Diplodinium nanum - - - - - + + 
Diplodinium africanum - - - - - + - 
Diplodinium monolobosum - - - - - + - 
Diplodinium monocanthum + + - - - - - 
Diplodinium diacanthum + - - - - - - 
Diplodinium triacanthum + - - - - - - 
Diplodinium tetracanthum + + - - - - - 
Diplodinium pentacanthum + - - - - - - 
Diplodinium lobatum - + - - - - - 
Diplodinium bubalidis - - - - - - + 
EUDIPLODINIUM Dogiel, 1927        
Eudiplodinium dilobum - - + - - + - 
Eudiplodinium bubalus - - + - - + + 
Eudiplodinium monolobum - - + - - + - 
Eudiplodinium bovis - - + - - + + 
Eudiplodinium rostratum  - - - - - + + 
Eudiplodinium maggii + + - - + + + 
Eudiplodinium kenyensis - - - - - + + 
Eudiplodinium giganteum - - - - - + - 
Eudiplodinium neglectum - - - - + - - 
OSTRACHODINIUM Dogiel, 1927        
Ostracodinium obtusum - - + - - + + 
Ostracodinium clipeolum - + + - - + + 
Ostracodinium gracile - - - + - + + 
Ostracodinium trivisiculatum  - - - + - + + 
Ostracodinium nucleolobum - - - - - + + 
Ostracodinium tiete - - - - - + + 
Ostracodinium dogieli - - - - - + + 
Ostracodinium mammosum - - - - - + + 
Ostracodinium iwawoi - - - - - + + 
Ostracodinium monolobum - - - - - + - 
Ostracodinium dilobum - - - - - + + 
Ostracodinium crassum - - - - + - - 
Ostracodinium quadrivesiculatum   - - - - - - + 
Ostracodinium rugoloricatum - - - - - - + 
METADINIUM Awerinzew and 

Mutafowa, 1914 
       

Metadinium banksi - + - - - - - 
Metadinium esalqum - + - - - - - 
Metadinium affine - - + + - - - 
Metadinium medium + + - - - + + 
Metadinium ypsilon + - - - - + + 
Metadinium magnum - - - - - - + 
ELYTROPLASTRON Kofoid and 

Mc Lennan, 1932 
       

Elytroplastron bubali + + - - - - - 
EPIDINIUM Crawley, 1923        
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Epidinium caudatum + + - - - - - 
Epidinium bicaudatum - + - - - - - 
Epidinium graini - + - - - - - 
Epidinium ecaudatum + + + + - - + 
Epidinium ecaudatum f. caudatum - + - + + + + 
Epidinium ecaudatum f. ecaudatum - + - + + - + 
Epidinium quadricaudatum + - - - - - - 
Epidinium ecaudatum 

f.quadricaudatum 
- - - - - - + 

Epidinium parvicaudatum + - - - - - - 
Epidinium ecaudatum f. 

parvicaudatum  
- - - - - - + 

Epidinium ecaudatum f. hamatum - - - - - - + 
Epidinium ecaudatum f. bicaudatum - - - - + - - 
Epidinium tricaudatum + - - - - - - 
Epidinium ecaudatum f.tricaudatum - - - - + - - 
Epidinium cattanei + + - - - - - 
Epidinium eberleini + - - - - - - 
POLYPLASTRON Dogiel and 

Fedorowa, 1925 
       

Polyplastron  multivesiculatum + - + + - - - 
ENOPLOPLASTRON Kofoid and 

MacLennan, 1932 
       

Enoploplastron  triloricatum - - + + - + - 
Enoploplastron stokyi - - - - - + + 
Enoploplastron stokyi stokyi  - - - - - - + 
Enoploplastron stokyi  Buisson - - - - - - + 
OPHRYOSCOLEX Stein, 1858        
Ophryoscolex caudatus + + - + + - - 
Ophryoscolex purkynjie + + + - - - - 
Ophryoscolex purkynjei f. 

bicoronatus 
- - - + - - - 

Ophryoscolex purkynjei f. purkynjei - - - + + - - 
Ophryoscolex purkynjei f. 

bicoronatus 
- - - - + - - 

EODINIUM Dogiel, 1927        
Eodinium posterovisiculatum  - - + - - - + 
Eodinium posterovisiculatum f. 

bilobosum 
- - - - - - + 

Eodinium lobatum - - + - - - - 
TOTAL DE ESPÉCIES E 

FORMAS 
49 38 33 25 28 47 49 

Fonte: [1] SELIM et al., 1996; BARAKA, 2012; [2] SELIM et al., 1999; MOHAMED, 2017; [3] 

GÜRELLI; DAW,  2020; [4] BOOYSE; DEHORITY, 2011;  FANTHAM, 1920; 1921; 1926; VAN DER 

WATH; MYBURGH, 1941; [5] IMAI, 1988; [6] MISHIMA et al., 2009. 

Foi plotado um gráfico de barras contendo seis países nomeadamente Egito, Líbia, 

Tunísia, África do Sul, Quénia, Tanzânia, e os gêneros registrados em cada um dos países. Dentre 

os países mencionados, Líbia registrou maior número de gêneros (12), enquanto a África do Sul 
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registrou o menor registro genérico (08). O gênero Entodinium foi o mais abundante em todos 

registros e o gênero Elytroplastron, o menos abundante. Em relação a diversidade específica 

entre os países, notou-se que a Tânzania foi o país com maior riqueza de espécies de ciliados, 

com 49 registros, e a Tunísia foi o país com menor registro, apresentando 25 espécies de ciliados 

(Tabela 3, Figura 3).   

 

Figura 3. Gêneros de protozoários ciliados registrados em caprinos (Capra hircus), ovinos (Ovies 

aries) e bovinos (Bos taurus) em seis países da África. O tamanho da barra representa a 

quantidade específica de cada gênero. A cor representa os gêneros registrados. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

O número de espécies por cada gênero foi representado por meio de um diagrama circular 

e mostrou que o gênero Entodinium foi registrado em todos seis países analisados, ou seja, 100% 

de prevalência, além de apresentar maior número de espécies (39), seguido pelos seguintes 

gêneros: Ostracodinium e Diplodinium ambos com 14 espécies, e Epidinium, com 12 espécies. 

Os outros nove gêneros apresentaram um registro com menos de 10 espécies cada (Figura 4). 

 



118 
 

Figura 4. Diagrama circular de número de espécies de protozoários ciliados de caprinos (Capra 

hircus), ovinos (Ovis aries) e bovinos (Bos taurus) registrados por gênero em países da 

África. Os números ao redor do círculo representam a quantidade de espécies por gênero. 

A ordem das cores de vermelha à verde clara no interior e exterior do círculo representa a 

sequência ocupada por cada gênero no diagrama. O tamanho das barras e das fitas no 

círculo são proporcionais com a quantidade numérica das espécies em cada gênero. 

 
     Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

4.5 DISCUSSÃO 

No presente estudo, quarenta e sete espécies e duas subespécies pertencentes a dez 

gêneros foram registradas em caprinos domésticos da raça Landim (Capra hircus L). Este 

registro é o primeiro relato da presença, caracterização morfológica, estimativa da composição 

específica de protozoários ciliados no rúmen de caprinos de Moçambique. Não houve registro de 
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novos táxons, porém, doze espécies, Entodinium rectangulatum, Entodinium yunense, 

Entodinium ekendrae, Entodinium rhomboideum, Entodinium quadricuspis, Diplodinium 

diacanthum, Diplodinium triacanthum, Diplodinium pentacanthum, Epidinium quadricaudatum, 

Epidinium parvicaudatum, Epidinium tricaudatum e Epidinium eberleini, foram pela primeira 

vez registradas em um país do continente africano. A compilação de protozoários ciliados de 

caprinos, ovinos e bovinos reportados em países africanos, mostrou que um total de 112 espécies, 

pertencentes à 13 gêneros já foram registrados em seis países do continente até o momento.  

Apesar de, nos últimos anos, a visão dos estudos envolvendo ciliados do rúmen terem o 

foco maior na utilização das técnicas moleculares, sobretudo a multidisciplinaridade 

metodológica (D'AGOSTO; CARNEIRO, 1999; CEDROLA et al., 2015; GENTEKAKI et al., 

2017; VĎAČNÝ, 2018; VĎAČNÝ et al., 2018; FERNANDES; SCHRAGO, 2019; MAYÉN-

ESTRADA et al., 2021), as técnicas morfológicas, principalmente aquelas relacionados à 

caracterização ultra-estrutural de sua complexa infra-estrutura (impregnação pela prata), 

continuam sendo um marco importante na melhoria do conhecimento deste grupo de ciliados 

gastrointestinais de ruminantes (LYNN, 2008; ROSSI et al., 2017; MAYÉN-ESTRADA et al., 

2021). Além disso, o estudo morfológíco da infraciliatura oral e somática tem sido utilizado na 

caracterização dos ciliados do rúmen, ampliando desta forma as descrições específicas deste 

grupo (ITO et al., 2001; MISHIMA et al., 2009; ROSSI et al., 2017). Apsear de ser uma técnica 

que ao longo do tempo tem sido modificada para sua melhoria, as principais metodologias 

referentes a impregnação pela prata, são aquelas propostas por FERNANDEZ-GALIANO (1976) 

e ITO; IMAI (1998; 2006). Neste estudo, não foi descrito um novo padrão de infraciliatura, 

porém, utilizando a impregnação pela prata, foi possível registrar alguns padrões de infraciliatura 

oral existentes em ciliados do rúmen, são eles: padrão-Entodinium, padrão-Diplodinium, padrão-

Epidinium e padrão-Ophryoscolex (ITO; IMAI, 2006) (Figura 2). 

Em relação ao comportamento das populações de protozoários ciliados, estes são 

classificados em quatro grupos (A, B, K e O), sendo o Tipo A aqueles que contêm Polyplastron 

multivesiculatum e por vezes Diploplastron affine. As populações do tipo B, são as que contêm 

Epidinium sp., Eudiplodinium maggii, ou ambos. Por sua vez, as populações do tipo K são 

limitadas com Elytroplastron bubali. Por último, as populações do Tipo O são constituídas por 

apenas individuos dos gêneros Isotricha, Dasytricha e Entodinium. Todos os quatro grupos 

incluem igualmente os gêneros Isotricha, Dasytricha e Entodinium (EADIE, 1962; IMAI et al., 
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1978; OGIMOTO; IMAI, 1981; WILLIAMS; COLEMAN, 1992;  GÖÇMEN et al., 2005). As 

populações de gêneros de protozoários ciliados do rúmen de caprinos da raça Landim registradas 

neste estudo por meio de técnicas morfológicas (semipermanente à base de iodo e impregnação 

pela prata), foram classificadas em dois grupos, A e B, sendo 17 amostras classificadas como do 

Tipo A (60.7%) e 11 classificadas como do Tipo B (39.3%). Obtivemos resultado similar com a 

presença majoritária de populações do tipo A, constatado na Turquia, onde 15 amostras de 

conteúdo ruminal de caprinos foram analisadas, das quais, 12 registraram populações do Tipo A e 

o remanescente, três, foram do Tipo O (GÜRELLI, 2014). Isto pode estar relacionado ao fato de 

que as populações do tipo A, que incluem indivíduos do gênero Polyplastron, apresentam alta 

atividade predatória, podendo eliminar os indivíduos do gênero Epidinium e Eudiplodinium, 

assim como outras espécies da familia Ophryoscolecidae (GÜRELLI, 2014). 

O gênero Entodinium foi em todos casos o mais abundante com 100% de prevalência em 

todas 28 amostras analisadas, com as seguintes estimativas (abundância média = 428914.3, SD = 

108625.5) por ml. O estabelecimento das populações de protozoários ciliados majoriatariamente 

compostas por indivíduos do gênero Entodinium, tem sido atribuído aos vários fatores que 

incluem a dieta e o baixo valor de pH no rúmen (EADIE, 1962; HUNGATE, 1966; 

WILKINSON; VAN HOVEN, 1976; NAKAMURA et al., 1988; GÜRELLI et al., 2012). A raça 

Landim de caprinos utilizados neste estudo, tem um hábito alimentar baseado em pastagem 

natural constituída maioritariamente por capim e folhas de arbustos de herbáceas como 

Heteropogon contortus e algumas xerófitas (Combretum spp, Colophospermum mopane, 

Adansonia digitata, Heteropogon contortus) oriundas da biodiversidade local da zona de criação 

(MACIEL, 2004). Essa diversidade de elementos na dieta natural dos hospedeiros pode explicar a 

predominância do gênero Entodinium nas amostras, como explicam DEHORITY; ODENYO 

(2003) que a fauna de protozoários de várias ovelhas Etíopes, alimentadas com pastagens 

naturais, parecia ter uma porcentagem muito maior de Entodinium. 

O número total de dez gêneros registrado neste estudo pode ser considerado superior 

quando comparado com os resultados de ITO et al. (1995) no Japão, BARAKA (2012) no Egito, 

GÜRELLI (2014) na Turquia, GURUNG et al. (2002) no Nepal e GÜRELLI et al. (2016) no 

Quirguistão, que registraram cinco, sete, sete, oito e oito gêneros, respectivamente. Porém, 

inferior quando comparado com o trabalho de GÖÇMEN et al. (2005), que registraram 12 

gêneros  no conteúdo ruminal de  caprinos domésticos vivendo na Turquia.  
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A densidade média de ciliados (49.39 ± 134.7) x 10
4
/ml do presente estudo é considerada 

inferior àquela  demonstrada no Alaska por DEHORITY (1975), na Islândia (DE LA FUENTE et 

al., 2006), na Turquia (GÜRELLI, 2014) e elevada quando comparada aos registros no Japão 

(ITO et al., 1995), no Nepal (GURUNG et al., 2002), no Irão (TALARI et al., 2004), no Egito 

(BARAKA, 2012), no Quirquistão (GÜRELLI et al., 2016). E por sua vez, o número de espécies 

de ciliados registrado neste estudo com conteúdo ruminal de caprinos de Moçambique, é superior 

ao comparar com os trabalhos de ITO et al. (1995) no Japão, GURUNG et al. (2002) no Nepal, 

DE LA FUENTE et al. (2006) na Islândia, TALARI et al. (2004) no Irão, BARAKA (2012) no 

Egito, GÜRELLI (2014) na Turquia e GÜRELLI et al. (2016) no Quirquistão, que registraram 

onze, vinte e um, vinte e três, dez, dezanove, dezanove e doze espécies, respectivamente. Esta 

diferença pode ter sido dentre vários fatores, a dieta, raça, localização geográfica, incluindo o 

número de hospedeiros utilizados em cada um dos estudos. 

A compilação de registros de espécies de ciliados nos paises da África, mostrou que as 

espécies Isotricha prostoma, Isotricha intestinalis, Dasytricha ruminantium e Entodinium 

nanellum já foram registradas em outros seis países do continente. Porém, algumas espécies 

foram registradas apenas em um país, nomeadamente, Egito (Diplodinium lobatum, Entodinium 

constrictum, Metadinium banksi, Metadinium esalqum, Epidinium bicaudatum, Epidinium 

graini), África do Sul (Entodinium elongatum, Eudiplodinium neglectum, Ostracodinium 

crassum), Tanzânia (Entodinium palmar, Entodinium convexum, Entodinium birostratum, 

Metadinium magnum, Ostracodinium quadrivesiculatum, Ostracodinium rugoloricatum, 

Diplodinium bubalidis), Tunísia (Entodinium ellipsoideum), Líbia (Diplodinium minor) e Quênia 

(Diplodinium monolobosum) (Tabela 3). Esta variação na quantidade de espécies registradas em 

cada país pode ter sido influenciada pela quantidade de hospedeiros envolvidos na coleta das 

amostras, incluindo igualmente, os fatores dieta dos hospedeiros que pode ser variada entre os 

países, estratégias alimentares de cada grupo de animais (caprinos, ovinos e bovinos) e sua 

localização geográfica (OGIMOTO; IMAI, 1981; LANGDA et al., 2020). 

A composição de ciliados do conteúdo ruminal de caprinos da raça Landim de 

Moçambique, observada neste estudo, pode ser muito mais diversa em termos de espécies que a 

composição de ciliados do rúmen de animais domésticos do Egito, Líbia, Tunísia e Africa do Sul. 

Porém, é similar com a composição observada no Quênia e Tanzânia (Tabela 3). Isto, pode ser 

pelo fato de estes três países (Moçambique, Tanzânia e Quênia) serem vizinhos geograficamente 
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e apresentarem majoritariamente uma forragem natural local similar daquela encontrada em 

Moçambique, constituída principalmente de xerófíticas que servem de base de dieta para estes 

hospedeiros (MACIEL, 2004). 

A utilização neste estudo do liquído ruminal de um grupo de hospedeiro, caprinos, pode 

ter importante contributo no conhecimento da fauna desse grupo de ruminantes. E, os resultados 

da compilação apresentados mostraram que até a presente data, já foram registradas 112 espécies 

e 13 gêneros de ciliados do rúmen no continente africano. Este registro, 112 espécies, pode ser 

inferior se comparado com resultados de BOOYSE e DEHORITY (2011), que fizeram uma 

compilação de protozoários ciliados associados com ovinos ao redor do mundo com um registro 

de 131 espécies em 15 gêneros. 

A utilização da técnica de impregnação pelo carbonato de prata neste estudo confirmou o 

descrito por CEDROLA et al. (2015), técnica rápida e com bom desempenho quando o foco é 

impregnar e analisar o formato da infraciliatura e o aparato nuclear de ciliados do rúmen (Figura 

2). O uso das técnicas ciliatológicas recuperaram ampla diversidade de espécies, todas 

identificadas em nível específico, algo raro para o grupo. Estudos futuros usando uma abordagem 

integrativa e ferramentas moleculares poderão revelar espécies crípticas e auxiliar na melhor 

compreensão de composição de ciliados do rúmen nas diferentes localidades geográficas. 

 

4.6 CONCLUSÕES  

A composição de protozoários ciliados do conteúdo ruminal de caprinos domésticos da 

raça Landim do norte de Moçambique foi constituída por quarenta e sete espécies e duas 

subespécies pertencentes a dez gêneros, nomeadamente Isotricha, Dasytricha, Entodinium, 

Diplodinium, Polyplastron, Elytroplastron, Epidinium, Metadinium, Eudiplodinium e 

Ophryoscolex. Cento e doze espécies e morfotipos pertencentes a treze gêneros de protozoários 

ciliados do conteúdo ruminal de caprinos (Capra hircus), ovinos (Ovis aries) e gado bovino (Bos 

taurus), já foram registrados em seis países da África. Destas espécies, Entodinium 

rectangulatum, Entodinium yunense, Entodinium ekendrae, Entodinium rhomboideum, 

Entodinium quadricuspis, Diplodinium diacanthum, Diplodinium triacanthum, Diplodinium 

pentacanthum, Epidinium quadricaudatum, Epidinium parvicaudatum, Epidinium tricaudatum e 

Epidinium eberleini foram registradas neste trabalho pela primeira vez em Moçambique. Para 

além de ser o primeiro registro de ciliados do rúmen em Moçambique, utilizou-se o conteúdo 
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ruminal de hospedeiros negligenciados nos estudos morfológicos de ciliados. Enfatizamos neste 

trabalho a necessidade de utilização de mais técnicas morfológicas, principalmente aquelas que 

melhorem as descrições e redescrições detalhadas de padrões de bandas infraciliares o que poderá 

trazer uma melhora na identificação dos ciliados. Igualmente enfatizamos a necessidade de maior 

ampliação de coletas e estudos taxonômicos envolvendo hospedeiros ruminantes de localidades 

africanas. 
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5 CAPÍTULO 3 

 

ANÁLISE FILOGENÉTICA DE REPRESENTANTES DE CILIADOS (ALVEOLTA, 

CILIOPHORA) DO RÚMEN DE MAMÍFEROS HERBÍVOROS UTILIZANDO NOVAS 

SEQUÊNCIAS DA REGIÃO ITS-rDNA 

5.1 RESUMO 

A região ITSI-5.8S-ITSII-rDNA têm sido usado como marcador molecular complementar 

ao 18S-rDNA, tanto para estudos de sistemática molecular, quanto para delimitação de espécies e 

variabilidade intraespecíficas para ciliados do rúmen. No presente estudo, foram comparados dois 

marcadores moleculares (ITS e 18S-rDNA) para reconstrução filogenética das mesmas espécies 

de ciliados endossimbiontes de mamíferos herbívoros, bem como produzidas onze sequências 

inéditas de ITS-rDNA para algumas espécies. As análises filogenéticas foram estimadas usando 

três conjuntos de dados genéticos (datasets) diferentes: sequências de ITS, sequências de 18S-

rDNA e um conjunto de dados concatenados (ITS e 18S). A Máxima Verossimilhança e 

Inferência Bayesiana foram utilizadas para a inferência filogenética entre as espécies. Não houve 

diferenças significativas no conjunto de dados analisados entre as topologias recuperadas com 

dados de ITS em realação aos dados de 18S, sugerindo que a região ITS possa ser um bom 

marcador para inferências filogenéticas desse grupo de microrganismos. Os valores de suporte 

recuperados nas análises de Máxima Verossimilhança e Inferência Bayesiana para dataset 

concatenado (ITS e 18S) foram mais elevados que àqueles recuperados nas topologias usando os 

marcadores separadamente, o que sugere relativa vantagem em se utilizar ambos marcadores 

concatenados para esses ciliados, ampliando a acurácia das topologias e relações evolutivas.  

Palavras-chave: Ciliados do rúmen, 18S-rDNA, ITSI-5.8S-ITSII, filogenia molecular, 

ruminantes. 

5.2 INTRODUÇÃO 

Tradicionalmente, a identificação, delimitação de espécies e sistemática dos ciliados 

endossimbiontes de mamíferos herbívoros tiveram seu alicerce no conhecimento da morfologia 

desses microrganismos, usando características, como por exemplo, a infraciliatura oral e 

vestibular, bandas ciliares e os padrões de infraciliatura, número de vacúolos contráteis, número e 
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morfologia de placas esqueléticas e aparato nuclear (CORLISS, 1979; GAO et al., 2017). 

Entretanto, nos últimos vinte anos houve amplo uso de ferramentas moleculares com intuito de 

ampliar a acurácia da delimitação das espécies do grupo, bem como do conhecimento sobre as 

relações evolutivas (ZHANG et al., 2014; GENTEKAKI et al., 2014; WANG et al., 2015; ROSSI 

et al., 2015; CHEN et al., 2015; 2016; GAO et al., 2017; CEDROLA et al., 2017, CEDROLA et 

al., 2022).  

Os ciliados do rúmen são divididos em duas ordens dentro da subclasse Trichostomatia 

Bütschli, 1889, a ordem Vestibuliferida Puytorac et al.1974 e a ordem Entodiniomorphida 

Reichenow, in Doflein & Reichenow, 1929 (SMALL; LYNN, 1985; WRIGHT et al., 1997 

STRÜDER-KYPKE et al., 2007), cujas espécies são descritas no trato digestivo de vários 

vertebrados, sendo que a maioria dos membros pertencentes a ordem Entodiniormophida que 

habitam no rúmen ou intestino grosso de pequenos e grandes mamíferos herbívoros (IMAI, 

1998). 

Visto a alta diversidade de espécies para este grupo e pelo proporcionalmente baixo 

número de sequencias e marcadores disponíveis, estudos sobre as relações filogenéticas para 

ciliados endossimbiontes de mamíferos herbívoros são necessários nos tempos atuais. Este fato  

pode ser devido às dificuldades técnicas dos processos de obtenção e extração de DNA, e/ou da 

existência de resultados incongruentes, permitindo que as relações filogenéticas de muitos grupos 

de ciliados do rúmen permaneçam desconhecidas ou mal resolvidas, incluindo aqueles ciliados 

que são morfologicamente bem caracterizados (ROSSI et al., 2015; XU et al., 2015; YAN et al., 

2015; GAO et al., 2017). 

Parte importante dos estudos filogenéticos envolvendo ciliados utiliza sequências com 

objetivo de analisar a sistemática do grupo (WRIGHT et al., 1997; STRÜDER-KYPKE et al., 

2007; VD
`
ACNY et al., 2011 a, b; ROSSI, 2017), propor novas classificações (LI et al., 2022). 

Os estudos até então realizados com o grupo, utilizando apenas sequências do marcador 18S-

rDNA foram úteis em resolver relações filogenéticas importantes em Trichostomatia, devido ao 

caráter conservado deste marcador (WRIGHT; LYNN, 1997a; WRIGHT, 1998; VĎAČNÝ et al., 

2011b; VĎAČNÝ, 2015; KITTELMANN et al., 2015), entretanto, possuem menor acurácia para 

elucidar relações evolutivas entre táxons filogeneticamente muito próximos. Assim sendo, faz-se 

necessária a utilização ou o teste de outros marcadores moleculares mais variáveis que possam 

ser complementares nas reconstruções filogenéticas envolvendo os tricostomatídeos. Estes fatos, 
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contribuem para que alguns estudos apresentem conclusões não concordantes com os fatos 

morfológicos (ITO et al., 2010; LI et al., 2022), embora haja trabalhos que corroborem as 

propostas evolutivas baseadas em dados morfológicos (KARNATI et al., 2003; CAMERON; 

O
‟
DONOGUE, 2004; VD`ACNY et al., 2011 a, b). 

Para além disso, assume-se que a região dos espaçadores internos da pequena subunidade 

ribossômica ITSI-5.8S-ITSII é um marcador molecular complementar para inferir a filogenia de 

Ciliophora (GONG et al., 2010; SUN et al., 2010; YI; SONG, 2011; FERNANDES et al., 2015), 

embora as filogenias inferidas usando esse marcador sejam diferentes daquelas obtidas com 18S-

rDNA (WRIGHT AND LYNN, 1997a,b; WRIGHT et al., 1997 STRÜDER-KYPKE et al., 2007, 

CAMERON et al., 2001; CAMERON et al., 2003; CAMERON; O'DONOGHUE., 2004). Assim 

sendo, os objetivos deste trabalho foram: comparar dois marcadores moleculares (ITS e 18S-

rDNA) para reconstrução filogenética das espécies de ciliados endossimbiontes de mamíferos 

herbívoros e produzir sequências de ITS-rDNA para algumas espécies de ciliados do rúmen.  

 

5.3 MATERIAL E MÉTODOS 

5.3.1 AMOSTRAS E IDENTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES  

Com intuito de isolar espécies de ciliados do rúmen foram obtidas amostras de conteúdo 

ruminal de bovinos da F1 Holstein × Gir fistulados e mantidos na empresa EMBRAPA Gado de 

Leite, Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brazil (para detalhes ver CEDROLA et al., 2017). Para 

análises moleculares, as amostras do conteúdo ruminal (20 cm
3
) foram fixadas em etanol 100% 

(CEDROLA et al., 2015). Para a identificação das espécies, as amostras ruminais foram fixadas 

em formalina 18.5% (v/v) (DEHORITY, 1984) e a identificação realizada com base em atlas 

(OGIMOTO; IMAI, 1981), artigos originais de descrições de espécies e listas taxonômicas a 

partir de artigos de revisão e caracterização morfológica de ciliados do rúmen (DOGIEL, 1927; 

KOFOID; MACLENNAN, 1930; HSIUNG, 1932; KOFOID; MACLENNAN, 1932; 1933; 

IMAI, 1981; IMAI, 1984; DEHORITY, 1986a, b; WILLIAMS; COLEMAN, 1992; GÖÇMEN, 

1999a, b, c; GRAIN, 1994; GÖÇMEN et al., 2001a, b, c; GÖÇMEN; ATATÜR, 2002; 

GÖÇMEN et al., 2002; RASTGELDI; GÖÇMEN, 2003; RASTGELDI et al., 2003; GÖÇMEN; 

RASTGELDI, 2004). 
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5.3.2 EXTRAÇÃO DE DNA, PCR E SEQUÊNCIAMENTO 

As extrações de DNA foram realizadas a partir de um pool de ciliados da mesma espécie 

fixados em etanol 100% utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen Biotechnology Brazil 

Ltd., São Paulo, SP, Brasil), seguindo o protocolo para extração de tecidos animais. A amostra de 

DNA foi amplificada em uma única rodada da reação da PCR, utilizando-se os primers para 

região ITS-rDNA  da subclasse Trichostomatia Bütschli, 1889, B5R (5'- ATA TGC TTA AGT 

TCA GCG GG- 3'), segundo PONCE-GORDO et al. (2008) e 1412F (5'- CTA CCG ATA CCG 

GGT GAT CCG - 3') desenhado no presente estudo, segundo metodologia descrita em 

CEDROLA et al. (2017). O ciclo da PCR consistiu em: 1 etapa a 94 ºC por 4 min; 35 ciclos a 94 

ºC por 1min, 50 ºC por 30 s, 72 ºC por 1 min; e 1 etapa a 72 ºC por 7 min. Os produtos da PCR 

foram purificados usando o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Biotec hnology Brazil Ltd., 

São Paulo, SP, Brasil) e sequenciados, utilizando os primers B5R e 1412F. 

 

5.3.3 ANÁLISES FILOGENÉTICAS 

As análises filogenéticas foram estimadas a partir de três datasets diferentes. O primeiro 

deles, datasetITS foi elaborado unicamente com sequências da região ITS obtidas no presente 

trabalho (sequências de consenso) (n=11); o segundo, dataset18S foi elaborado com sequências 

do gene 18S-rDNA obtidas do banco de dados GenBank (NCBI) (n=14). O terceiro 

datasetconcatenado foi obtido por meio da concatenação dos dois datasets anteriores. Depois da 

inspeção manual das sequências obtidas no presente trabalho (ITS), as regiões de natureza 

ambígua e sequências de primers foram removidas do alinhamento que foi posteriormente 

trimado, produzindo-se um conjunto de dados de dataset com ~ 550 pares de bases. 

Como critérios de curadoria do banco de dados GenBank, somente foram selecionadas 

sequências de 18S aquelas com maiores de 1.430 pb e de organismos identificados a nível 

específico. Três sequências (Bantidium coli, Neobalantidum coli e Buxtonella-like), foram 

escolhidas como grupo externo para todos datasets.  

As sequências do datasetITS foram alinhadas no programa MAFFT v.7.0 (KATOH et al., 

2019) e inspecionadas visualmente usando o software SeaView v.7.5.8 (GOUY et al., 2009). Os 

sítios pobremente alinhados foram removidos usando o software online Gblocks v. 0.91b 

(CASTRESANA, 2000), permitindo a obtenção de uma matriz com 468 pares de bases. Os 
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métodos foram repetidos para o dataset18S, permitindo a obtenção de uma matriz com 1476 

pares de bases.  

Os dois alinhamentos oriundos dos conjuntos de dados, datasetITS e dataset18S, foram 

concatenados no software SeaView v.7.5.8 (GOUY et al., 2009), obtendo-se o terceiro dataset, 

datasetconcatenado, com uma matriz de 1942 pares de bases. Estas três matrizes curadas foram 

usadas para inferência filogenética de Máxima Verossimilhança (MV) por meio de software 

RAxML v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014). O modelo de substituição de nucleotídeos para os três 

datasets, GTR + G + I foi escolhido como o melhor modelo pelo software JmodelTest v.2.1.4 

(DARRIBA et al., 2012) implementado na Plataforma MEGAX v.10.0.5 (KUMAR et al., 2018). 

O suporte dos ramos foi estimado usando o critério de convergência de bootstrap no software 

RAxML v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014), com 1000, 700 e 1000 pseudoréplicas para o 

datasetITS, dataset18S e datasetconcatenado, respectivamente. A análise de Inferência 

Bayesiana (IB) foi realizada usando o programa MrBayes in XSEDE v.3.2.6 (RONQUIST et al., 

2012) após um milhão de gerações em duas simulações simultâneas e independentes de Markov 

Chain Monte Carlo com três cadeias quentes e uma fria. Todas as árvores restantes depois do 

burn-in de 25% foram utilizadas para o cálculo das probabilidades posteriores por meio da regra 

de maior consenso. 

 

5.4 RESULTADOS 

Todas topologias filogenéticas resultantes dos três datasets, datasetITS, dataset18S e 

datasetconcatenado, recuperaram as duas ordens principais dos ciliados do rúmen, 

Entodiniomorphida Reichenow, in Doflein & Reichenow, 1929 e Vestibuliferida Puytorac et 

al.1974, com elevados valores de suporte 95/99, 92/99 e 99/100 (ML/IB) (Figura 1). 

O grupo irmão formado pelas espécies Polyplastron multivessiculatum e Elytroplastron 

bubali foi recuperado nas três topologias inferidas, datasetITS, dataset18S e datasetconcatenado, 

com valores de suporte de 100ML e 100IB. 

A espécie Troglodytella abrassarti ficou recuperada como grupo irmão de Diplodinium 

polygonale (85ML/91IB) na topologia com datasetITS, e este clado, ficou posicionado como 

grupo irmão do clado que agrupa todos outros representantes da família Ophryoscolecidae. 

Porém, nas topologias com dataset18S e datasetconcatenado, essa relação não foi observada. Nas 
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topologias concatenado e 18S, a espécie Troglodytela abrassarti foi posicionada como grupo 

irmão de todos os representantes da família Ophryoscolecidae (92ML/99IB) (Figura 1B). 

Depois da raiz (árvore com datasetITS), ocorre a separação entre as ordens 

Entodiniomorphida e Vestibuliferida (95/99) (Figura 1A). Dentre os ramos internos da ordem 

Entodiniomorphida, a espécie Diplodinium anisacanthum foi recuperada como grupo irmão da 

espécie Diplodinium triacanthum (94ML/94IB), a espécie Polyplastron multivesiculatum grupo 

irmão de Elytroplastron bubali (100ML/100IB). Porém, o ramo constituído pelas espécies 

Metadinium medium e Ostracodinium rugoloricatum foi pobremente suportado com 31% de 

bootstrap  para ML (Figura 1A).   

Para topologia recuperada com  dataset18S, o ramo que separa a espécie Troglodytela 

abrassarti das espécies da família Ophryoscolecidae foi bem suportado com 100% para ML e 

100 de probabilidade posterior para IB. A espécie Metadinium medium foi recuperada como 

grupo irmão da espécie Eudiplodinium maggii (57ML/95IB) e a espécie Polyplastron 

multivesiculatum recuperada como grupo irmão da espécie Elytroplastron bubali 

(100ML/100IB). O ramo menos suportado nesta topologia, dataset18S, foi constituído pelas 

espécies Diplodinium anisacanthum e Diplodinium polygonale (33ML/77IB) (Figura 1 A e B).  

Das análises feitas com o datasetconcatenado, resultou que esta topologia ficou mais 

parecida da topologia inferida a partir do dataset18S, porém, notou-se uma melhora nos valores 

de suporte da topologia resultante da concatenação das sequências, principalmente os valores de 

probabilidades posteriores resultantes da inferência bayesiana, variando entre 95 a 100, exceto 

um clado que forma o ramo com a espécie Ostracodinium rugoloricatum (20ML/61IB) (Figura 1 

B). Nesta topologia, datasetconcatenado, a espécie Eudiplodinium maggii ficou recuperada como 

grupo irmão da espécie Metadinium medium (72ML/99IB), a espécie Diplodinium anisacanthum 

grupo irmão de Diplodinium triacanthum (98ML/99IB) e a espécie Polyplastron 

multivessiculatum recuperada como grupo irmão da espécie Elytroplastron bubali 

(100ML/100IB) (Figura 1B e C).  

Ainda nesta topologia, datasetconcatenado, o clado formado pelas espécies 

Eudiplodinium maggii e Metadinium medium foi concordante com a topologia dataset18S, e o 

clado formado pelas espécies Diplodinium anisacanthum e Diplodinium triacanthum, foi 

concordante com a topologia datasetITS (Figura 1B e C). 
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Figura 1. Árvores filogenéticas obtidas por máxima verossimilhança e inferência bayesiana 

revelando relações evolutivas de representantes de espécies de ciliados do rúmen, 

utilizando sequências da região ITS , gene 18S rDNA  e concatenadas (A, B e C). 

Bantidium coli, Neobalantidum coli e Buxtonella-like foram escolhidos como grupo 

externo. Os números em cada nó das árvores representam: valores de máxima 

verossimilhança (ML) bootstrap e inferência bayesiana (IB) probabilidade posterior. 

As espécies em vermelho representam as novas sequências obtidas neste trabalho. A 

cor azul nas topologias datasetITS e dataset18S, datasetconcatenado e dataset18S, 

datasetconcatenado e datasetITS, representa os clados concordantes. A barra de escala 

representa 2 substituições por 100 posições de nucleotídeos. 
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   Fonte: Elaborado pelo autor (2022)  
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5.5 DISCUSSÃO 

A região ITS é um dos marcadores mais frequentemente utilizados em análises 

filogenéticas em nível de gênero e espécie para eucariotos (COLEMAN, 2003). Apesar disso, 

esta região, ITS, tem sido aplicada em apenas um número comparativamente inferior de estudos 

para resolução de alguns problemas filogenéticos em nível de gênero e espécie em ciliados, por 

exemplo para ciliados que vivem no intestino (PONCE-GORDO et al., 2011), que habitam 

ecossistemas dulcícolas e estuarinos (WEISSE et al., 2008; YI et al., 2008; SUN et al., 2010; 

SANTOFERRARA et al., 2015 SHAZIB et al., 2016), sendo raros para aquelas que habitam o 

ecossistema ruminal (VAN HOEK et al., 1998). A apesar disso, a taxa de mudanças evolutivas 

desta região é mais de 100 vezes maior que a do gene 18S-rRNA, tornando ainda esta região do 

ITS um dos marcadores mais usados em estudos filogenéticos (GOLDMAN et al., 1983; 

SCHULTZ; WOLF, 2009; WIEMERS et al., 2009; YOUNG; COLEMAN, 2004), pelas suas 

vantagens na melhoria da qualidade das reconstruções filogenéticas em nível de espécie 

(COLEMAN, 2003; KELLER et al., 2010; WOLF, 2015; SHAZIB et al., 2016). 

Normalmente, as árvores filogenéticas de ITS1-5.8S-ITS2 não diferem significativamente 

das árvores inferidas a partir do gene 18S rRNA (SHAZIB et al., 2016) (Figura1 A), sugerindo 

que a região ITS pode ser complementar para análises filogenéticas (VĎAČNÝ et al., 2012; 

BOSCARO et al.,2014; VĎAČNÝ, RAJTER, 2015; RAJTER; VĎAČNÝ, 2016; SHAZIB et al., 

2016). No entanto, as filogenias com a região ITS e as filogenias do gene 18S rRNA podem 

entrar em conflito assim como acontece com as classificações moleculares e morfológicas que 

podem demonstrar algumas situações conflitantes (SHAZIB et al., 2016). 

Aproximadamente 250 espécies de ciliados do rúmen já foram descritas em vários 

ruminantes (WILLIAMS; COLEMAN, 1992; CEDROLA et al., 2022), e as mesmas, são 

divididas em duas ordens dentro da subclasse Trichostomatia, Vestibuliferida Puytorac et al. 

1974 e Entodiniomorphida Reichenow, in Doflein & Reichenow, 1929 (SMALL; LYNN, 1985, 

ROSSI et al., 2015, CEDROLA et al., 2020). Considerando os estudos moleculares com gene 

18S-rDNA alguns autores (CAMERON et al., 2001;2003; CAMERON; O‟DONOGHUE, 2004; 

STRÜDER-KYPKE et al., 2007; WRIGHT; LYNN, 1997a,b; WRIGHT et al., 1997; ITO et al., 

2010; ROSSI et al., 2015; CEDROLA et al., 2018; 2020; 2022; DA SILVA et al., 2022) já 

estudaram relações de algumas dessas espécies.   
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No presente estudo, quinze sequências de espécies de ciliados do rúmen incluindo as 

utilizadas para compor o grupo externo, foram analisadas para inferir a topologia com marcador 

ITS e quatorze sequências de espécies para topologia com gene 18S-rRNA. A espécie 

Diplodinium triacanthum não foi incorporada no dataset 18S devido a falta de sequências desta 

espécie nos bancos de dados, o que mostra a necessidade de sequenciar novas espécies do 

marcador ITS para melhorar as relações evolutivas entre as espécies próximas bem como 

diminuir a ausência de dados da concatenada. Destas análises, máxima verossimilhança e 

inferência bayesiana, foram todas congruentes/concordantes ao recuperar as duas subdivisões dos 

ciliados do rúmen em nível de ordem, Entodiniomorphida Reichenow, in Doflein & Reichenow, 

1929 e Vestibuliferida Puytorac et al. 1974 (Figura 1 A, B e C). Para este grupo de ciliados do 

rúmen, os dados morfológicos e moleculares suportam a existência de três subfamílias 

monofiléticas (Entodiniinae, Diplodiniinae e Ophryoscolecinae) dentro da família 

Ophryoscolecidae (ROSSI et al., 2015). A monofilia de Ophryoscolecidae tem sido demonstrado 

por autores do nosso grupo de pesquisa (ROSSI et al., 2015; CEDROLA et al., 2017, 2021, 2022; 

DA SILVA et al., 2022), sendo corroborado no presente estudo para os três grupos de datasets, 

utilizando 18S, ITS e concatenado, embora a filogenia interna incluindo as subfamílias 

permaneça ainda por compreender.  

Nas ordens recuperadas, as espécies dentro delas formam grupos merofiléticos, apesar das 

raízes das ordens apresentarem valores de suporte bem altos para ITS (95ML/99IB) 18S 

(92ML/99IB),  e para topologia com dataseconcatenado (99ML/100IB) (Figura 1 A, B e C), 

confirmando que as árvores filogenéticas inferidas com marcadores ITS não diferem de forma 

gigantesca das árvores inferidas a partir do gene 18S rRNA (SHAZIB et al., 2016). A não 

monofilia verificada dentro das ordens dos ciliados do rúmen, pode não constituir um achado 

duvidoso porque outros autores como (ITO et al., 2014), já demostraram a falta de monofilia 

entre as ordens de ciliados do rúmen independente do marcador molecular. 

 Ainda na nossa análise, a topologia com datasetITS, recuperou a espécie Troglodytella 

abrassarti como grupo irmão de Diplodinium polygonale, e este clado, ficou posicionado como 

grupo irmão do clado que agrupa todos outros represntantes da família Ophryoscolecidae, porém, 

nas topologias com dataset18S e datasetconcatenado, essa relação variou. Nessas outras 

topologias, dataset18S e datasetconcatenado, a espécie Troglodytela abrassarti foi posicionada 

como grupo irmão de todos os representantes da família Ophryoscolecidae. Apesar desta 
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variação, alguns clados recuperados na topologia com datasetITS, foram concordantes com a 

topologia recuperada utilizando dataseconcatenado (Figura 1 C). Este resultado demonstra que a 

topologia recuperada a partir da região ITS não varia muito em relação a topologia recuperada 

com gene 18S e quando concatenadas demonstram resultados com clados apresentando valores 

de suporte altos (Figura 1B e C), confirmando que a região ITS pode ser complementar e 

aumentar a confiabilidade para análises filogenéticas com representantes de ciliados (GONG et 

al., 2010; SUN et al., 2010; YI; SONG, 2011; VĎAČNÝ et al., 2012; BOSCARO et al.,2014; 

VĎAČNÝ, RAJTER, 2015; FERNANDES et al., 2015; RAJTER ; VĎAČNÝ, 2016; SHAZIB et 

al., 2016). 

 O genêro Diplodinium foi recuperado como parafilético na topologia inferida utilizando a 

região ITS e na topologia inferida com datasetconcatenado (Figura 1A e C). Este resultado, pode 

sugerir a necessidade de utilização de mais sequências e marcadores para uma avaliação 

adequada. ROSSI et al. (2015), observaram que a subfamilia Diplodiniinae era pouco suportada 

em análises com o 18S e mais recentemente, CEDROLA et al. (2022), num estudo referente a 

percepções sobre a sistemática da família Ophryoscolecidae deixam claro de que as relações 

internas dentro de Diplodiniinae permanecem ainda pobremente compreendidas.  

 Se comparados os valores de suporte entre as topologias com datasetITS, dataset18S e 

datasetconcatenado, a topologia inferida com datasetconcatenado, recuperou valores de suporte 

consideravelmente maiores (Figura 1 B e C). E se comparado esta topologia, datasetconcatenado, 

com as topologias recuperadas nos trabalhos anteriores do nosso grupo utilizando o gene 18S 

(CEDROLA et al., 2017; DA SILVA et al., 2022; CEDROLA et al., 2022), houve uma ligeira 

melhora nos valores de suporte da topologia com datasetconcatenado em alguns clados formados 

pelas espécies Polyplastron multivesiculatum e Elytroplastron bubali, Eudiplodinium maggii e 

Metadinium medium, incluindo o ramo que forma a família Isotrichidae, por exemplo. Isto sugere 

que a topologia com datasetconcatenado pode ser uma alternativa em uma amostragem suficiente 

para inferir as relações filogenéticas entre os taxons de ciliados do rúmen. Porém, mais estudos 

que utilizem um número consideravelmente maior de sequências e marcadores são necessários 

para que a compreensão dessas relações e contribuições sejam mais fortes e adequadas.  
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5.6 CONCLUSÕES 

De acordo com as análises realizadas neste capítulo, a utilização do marcador ITS para 

inferir as relações de representantes dos ciliados do rúmen, mostrou não existirem diferenças 

gigantescas quando comparadas as topologias com datasetITS e dataset18S, sugerindo que esta 

região ITS, pode ser complementar para analisar as relações filogenéticas de representantes de 

ciliados do rúmen. Ainda neste estudo, chegamos a conclusão de que a utilização do 

datasetconcatenado pode maximizar e ser uma alternativa para inferir as relações entre as 

espécies de ciliados do rúmen em uma amostragem suficientemente maior de sequências, 

havendo potenciais ganhos na melhoria da acurácia das topologias. 
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6 CAPÍTULO 4 

 

SUCESSÃO ECOLÓGICA DA COMUNIDADE DE CILIADOS (ALVEOLTA, 

CILIOPHORA) NO RÚMEN DE BEZERROS MANTIDOS EM CONDIÇÕES 

TROPICAIS COM DIFERENTES NÍVEIS DE EFICIÊNCIA ALIMENTAR: UMA 

ABORDAGEM METAGENÉTICA (18S-rRNA) 

 

6.1 RESUMO 
 

O estabelecimento sucessivo da microbiota em especial os protozoários ciliados no rúmen 

de bezerros, permanece ainda pouco compreendido. Neste estudo, usou-se o sequenciamento de 

amplicon do gene 18S rRNA para caracterizar o estabelecimento sucessivo de protozoários em 

especial os protozoários ciliados, de dez bezerros da F1 Holandês x Gir alimentados com silagem 

de milho e concentrado, em quatro estágios de crescimento: 42 dias, 60 dias, 80 dias e 120 dias 

de vida. Os animais foram agrupados de acordo com sua classificação de consumo de ração 

residual (CAR), em eficientes e não eficientes, e o líquido ruminal foi coletado usando um tubo 

estomacal ligado à uma máquina de vácuo. A análise de diversidade alfa não revelou diferenças 

significativas na ciliatofauna ruminal entre os estágios de crescimento, porém, entre os animais 

eficientes e não eficientes revelou diferenças na diversidade. PCoA ressalta que a estrutura da 

comunidade de eucariotos no rúmen de bezerros foi claramente separada entre grupos por idade e  

em animais eficientes, há uma maior diversidade de ciliados e uma menor abundância (R= 

0.12356 e P=0.028). Reportamos a presença dos gêneros, Entodinium, Polyplastron e Isotricha 

de ciliados do rúmen em todos estágios de crescimento. Porém, os gêneros Dasytricha, 

Metadinium e Eremoplastron, foram registrados nos estágios 60 dias e 120 dias de vida dos 

animais. 

 

Palavras-chaves: Bezerros. Sucessão ecológica. Metagenoma. Ruminantes. Sequenciamento de 

nova geração. V3-V4 18S-rDNA. 

 

6.2 INTRODUÇÃO 

Nos primeiros dias de vida dos ruminantes, os compartimentos gastrointestinais em 

especial o rúmen é rapidamente colonizado por uma microbiota diversa composta por bactérias, 

protozoários, archeas metanogênicas, fungos e vírus (O‟HARA et al., 2020), e este processo de 
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colonização, cria alterações anatômicas e mudanças resultantes da fisiologia e funções 

metabólicas do animal (LI et al., 2011; 2012). Por exemplo, os ácidos graxos voláteis produzidos, 

são responsáveis pelo tamanho e forma das papílas ruminais, enquanto as paredes do rúmen, por 

sua vez, fornecem nicho para a colonização da microbiota (LI et al., 2012). E como consequência 

disso, o desenvolvimento do rúmen vai ser o resultado de uma interação entre esses 

microrganismos, seus produtos metabólicos, a dieta fornecida, incluindo a influência do 

hospedeiro (LI et al., 2012).  

A dinâmica de estabelecimento da comunidade microbiana no trato gastrointestinal de 

ruminantes pode ocorrer em três etapas sucessivas: (1) a colonização inicial entre 0-2 dias após o 

nascimento , resultado de uma combinação de fontes como microbiota vaginal da mãe, da pele, 

colostro e os microrganismos do ambiente (REY et al., 2014; YEOMAN et al., 2018); (2) estágio 

de transição entre 3-15 dias durante a transição da alimentação do colostro para o leite e (3) 

estágio de maturação onde a ingestão de alimentos sólidos aumenta progressivamente (HUWS et 

al., 2018). 

A colonização do rúmen de ruminantes recém nascidos foi estudada pela primeira vez 

para visualizar bactérias no final da década de 1940 (POUNDEN; HIBBS, 1948; 1949). Mas o 

conhecimento dos padrões do desenvolvimento microbiano no rúmen foi limitado até a década de 

1980 (O'HARA, 2019). Nessa época, Gerard Fonty começou a investigar o estabelecimento da 

comunidade microbiana do rúmen e foi o primeiro a relatar o aparecimento sequencial da 

população ruminal ao longo do tempo de vida dos hospedeiros (FONTY et al., 1987; FONTY et 

al., 1988).  

Desde então, houve relatos conflitantes sobre a época de vida dos hospedeiros em que, os 

protozoários apareciam ou se instalavam no rúmen pela primeira vez, apesar de não existirem 

dúvidas de que esse processo de instalação ocorria após o nascimento dos animais (CRHA; 

HOLUB, 1978). No entanto, apesar desses conflitos, relatos do estabelecimento de ciliados no 

rúmen têm sido publicados (LENGEMANN; ALLEN, 1959; NOGUEIRA FILHO et al., 

1983;1984; QUIGLEY et al., 1985; LI et al., 2012; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2019),  

reportando o aparecimento a partir da terceira semana de vida (LATTEUR, 1953), na oitava 

semana de vida ou mesmo na décima sexta semana de vida dos animais (CONRAD et al., 1958). 

Porém, outros registraram a presença de ciliados no rúmen com mais tempo de vida dos 

hospedeiros, aproximadamente 2 à 3 meses (GUO et al., 2020). 
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Em termos de diversidade de ciliados no rúmen nos primeiros dias de vida dos 

hospedeiros, algumas espécies já foram encontradas nas primeiras seis semanas, principalmente 

as do gênero Entodinium, sendo que, a colonização dessas espécies varia dependendo da dieta 

disponibilizada (NOGUEIRA FILHO et al., 1983;1984; ARCURI et al., 2006). Em bezerros por 

exemplo, é comum a observação do estabelecimento inicial das espécies do gênero Entodinium, 

depois Diplodinium e mais tarde, vestibuliferídeos (BRYANT et al., 1958). Em relação a 

predominância em nível de gênero, Entodinium e Dasytricha têm sido registrados como gêneros 

abundantes nas primeiras semanas de vida dos ruminantes (SHIN et al., 2004; LENG et al., 2011; 

GUO et al., 2020). 

Além dos ciliados, algumas observações microscópicas, confirmaram que depois de dois 

dias de vida dos animais ruminantes, outros microrganismos já colonizam as paredes do rúmen, 

especialmente as bactérias celulolíticas, bactérias redutoras de sulfato, incluindo algumas 

arqueias metanogênicas que utilizam hidrogênio no seu metabolismo (ANDERSON et al., 1987; 

MORVAN et al., 1996; LI et al., 2012). Entre essas bactérias, se destacam as anaeróbicas 

facultativas, Streptococcus e Enterococcus, colonizadores precoces do trato gastrointestinal (TGI) 

de ruminantes e servem para converter o TGI em um ambiente totalmente anaeróbio 

(ADLERBERTH, WOLD, 2009; JAMI et al., 2013). 

O processo de colonização do rúmen foi também investigado com objetivos de verificar 

as alterações da microbiota ao longo da idade (ANDERSON et al., 1987) e em diferentes dietas 

oferecidas aos bezerros leiteiros (POUNDEN; HIBBS, 1949; ANDERSON et al., 1987). Porém, 

até onde sabemos, poucos estudos examinaram a sucessão da microbiota em bezerros leiteiros 

utilizando ferramentas metagenômicas (LI et al., 2012). Este trabalho de Li e colaboradores, por 

exemplo, representa a primeira tentativa de documentar a sequência temporal do estabelecimento 

microbiano no rúmen com ferramentas metagenômicas modernas, o que pode significar de um 

lado, a necessidade de mais estudos utilizando essas ferramentas para examinar a microbiota, em 

especial os ciliados. Por outro lado, este tipo de estudo é de importante papel ecológico e 

fisiológico, na saúde dos animais incluindo na eficiência dos mesmos enquanto adultos. Apesar 

disso, as pesquisas relacionadas com este assunto, ainda continuam escassas (LATTEUR, 1953; 

CONRAD et al., 1958; LENGEMANN; ALLEN, 1959; QUIGLEY et al., 1985; LI et al., 2012; 

CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2019; GUO et al., 2020). Para além disso, muitos desses 

trabalhos têm por objetivo principal analisar o estabelecimento de procaritos ruminais 
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(BELANCHE et al., 2010; REY et al., 2014; MALMUTHUGE et al., 2015; DILL-

MCFARLAND et al., 2017; WANG et al., 2019; KORINGA et al., 2019), deixado enorme vazio 

de conhecimento sobre o estabelecimento sucessivo de eucariotos ciliados. 

A eficiência alimentar é interpretada como a capacidade de conversão do alimento 

ingerido em produtos comercializáveis e pode descrever por exemplo, unidades de saída do leite 

ou carne, por unidade de entrada de alimentos (ALMEIDA et al., 2004). Por proporcionar melhor 

utilização de alimentos, a seleção de animais mais eficientes reflete em menor produção de 

esterco, menor emissão de gases de efeito estufa, como o metano e o óxido nitroso, e menor 

demanda por terras para a implantação de pastagens e lavouras. Portanto, com foco ambiental, o 

aumento da eficiência alimentar é uma das maneiras de diminuir o impacto causado pela 

pecuária. Pelo menor uso de recursos, espera-se que animais mais eficientes também sejam mais 

lucrativos, colaborando com a eficiência produtiva na atividade (GOMES et al., 2012). 

Acredita-se que a microbiota do rúmen afeta a eficiência alimentar do hospedeiro, e esse 

efeito tem sido observado, quando o consumo de ração residual (CAR) é usado como medida da 

eficiência alimentar (GUAN et al., 2008; VANDEHAAR et al., 2016; AUFFRET et al., 2020, 

FREGULIA et al., 2022). No entanto, são poucos relatos sobre associação entre a população 

microbiana ruminal específica e a eficiência alimentar (FREGULIA et al., 2022). E além disso,  

pouco se sabe sobre aspectos comparativos dessa microbiota em especial protozoários ciliados do 

rúmen  em animais eficientes e não eficientes. 

Compreender a composição e sucessão da microbiota do rúmen de animais em 

desenvolvimento pode representar um passo importante na criação de esforços e medidas para 

aumentar a eficiência alimentar dos animais enquanto adultos e ainda, descrever a colonização 

sequencial de ciliados no rúmen pode ajudar a desenhar as estratégias eficientes de intervenção 

para manipular o processo de colonização dos ciliados no rúmen desde o início de vida dos 

animais. Nesse sentido, os objetivos deste trabalho foram: caracterizar o estabelecimento 

sucessivo da comunidade de ciliados no rúmen de bezerros F1 Holandês x Gir, usando o 

sequenciamento de amplicon das regiões V3 e V4 do marcador 18S-rRNA em quatro estágios  

ontogenéticos dos bovinos leiteiros, 42 dias, 60 dias, 80 dias e 120 dias; e, caracterizar a 

comunidade de ciliados em bezerros agrupados em eficientes e não eficientes. 
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6.3 MATERIAL E MÉTODOS 

6.3.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS E COLETA DAS AMOSTRAS 

Todos os procedimentos experimentais envolvendo os animais deste estudo tiveram 

aprovação pelo Comitê de Ética da Embrapa Gado de Leite (número: 05/2015) (VER ANEXO 

K). Os procedimentos experimentais foram conduzidos na fazenda experimental da Embrapa 

Gado de Leite - Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brasil. 

O estudo foi realizado como parte de um grande projeto que visava examinar os 

parâmetros biológicos de bovinos da F1 Holandês x Gir, relacionados à eficiência alimentar. Uma 

descrição detalhada da composição da dieta, dados de desempenho, cálculo de índices de 

eficiência alimentar são fornecidos em CABRAL et al. (2020). 

Foram utilizados dez animais divididos em dois grupos: cinco animais eficientes (RFI = 

0.2600 ± 0.05) outros cinco animais não eficientes (RFI = 0,3229 ± 0,17). Os bezerros foram 

alojados em baias individuais (2,5 x 1,2 m) com cama feita de tapete de borracha (WingFlex, 

Kraiburg TPE GmbH & Co., Waldkraiburg, Alemanha). A temperatura média e precipitação 

durante o período do experimento foram de 22
o 

C e 0,019 mm/dia (Instituto Nacional de 

Meteorologia [INMET], 2015). A dieta experimental foi formulada para atender as exigências 

nutricionais dos bezerros seguindo as orientações do NRC Dairy Cattle (National Research 

Council [NRC], 2001). As concentrações de matéria seca (MS) e proteína bruta (PB) da dieta 

foram de 437 g/kg e 178 g/kg, respectivamente. A dieta incluiu (base MS) 75% silagem de milho 

e 25% concentrado (96% farelo de soja e 4% pré-mistura mineral). A quantidade diária ofertada 

de ração total misturada foi ajustada para permitir 10% de sobras na alimentação, de acordo com 

o consumo observado no dia anterior.  

Em seguida, aproximadamente 20 cm
3
 do conteúdo ruminal foi coletado usando um tubo 

estomacal ligado à uma máquina de vácuo. No processo de coleta, o tubo estomacal foi inserido 

na profundidade adequada (120-250 cm) para atingir a região do rúmen e reduzir a contaminação 

da saliva. Além disso, descartou-se os primeiros 30 ml de conteúdo ruminal presentes no tubo 

após a coleta da amostra e lavou-se bem a sonda antes de usá-la para coletar amostras entre o 

animal anterior e o seguinte. Dos dez animais, cinco eficientes e cinco não eficientes, foram 

coletadas 40 amostras em quatro períodos de crescimento (42, 60, 80 e 120 dias), quatro amostras 

deu erro no processamento, uma em eficientes e três em animais não eficientes. As amostras 

foram congeladas com nitrogênio líquido e armazenadas a -80° C para análises posteriores. 
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6.3.2 EXTRAÇÃO DE DNA, PREPARAÇÃO DE BIBLIOTECA E SEQUENCIAMENTO 

O DNA total foi extraído de 800 μl de cada amostra de fluido ruminal usando bead-

beating para lise celular associado ao protocolo de fenol:clorofórmio (adaptado de OLIVEIRA et 

al., 2007). Em resumo, 800 μl de conteúdo ruminal coletado, foi transferido para um novo tubo e 

foi lavado com 1mL de tampão de lise (500 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM EDTA, 

4% SDS). Subsequentemente, 2 μl RNase foram adicionados às amostras e os tubos foram 

incubados a 37° C por 15 minutos. Depois, 20μl de proteinase K foram adicionados aos tubos e 

as células foram lisadas usando um BioSpec Mini Bead-Beater (BioSpec, Bartlesville, OK, USA) 

a 4.800 rpm por 4 minutos. Os tubos foram incubados a 70°C por 15 minutos. O sobrenadante 

obtido por cada amostra foi transferido para um novo tubo para a extração subsequente de 

fenol:clorofórmio. O DNA extraído foi precipitado com acetato de amônio 10M e isopropanol 

100% gelado. Após 30 minutos no “freezer”, os tubos foram centrifugados a 16.000 x g por 10 

minutos e o sobrenadante foi removido. Álcool 70% gelado foi adicionado às amostras e os tubos 

foram centrifugados a 16.000 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi removido e o conteúdo foi 

ressuspendido em 200μl de tampão TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA). Todas as amostras foram 

analisadas usando o NanoDrop (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE) e Qubit 

(Invitrogen Ltd., Paisley,UK), para avaliar com precisão a quantidade e a qualidade do DNA 

extraído. 

O preparo das bibliotecas foi realizado iniciando pela etapa de amplificação, por PCR, da 

região V3-V4 do gene 18S rRNA de protozoários ciliados, utilizando os primers 316F (5′-

Adaptor/GCTTTCGWTGGTAGTGTATT) e 539R (5′-Adaptor/CTTGCCCTCYAATCGTWCT) 

(SYLVESTER et al., 2004). O sequenciamento foi realizado de forma paired-end na plataforma 

Illumina HiSeq2500 (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA). 

 

6.3.3 ANÁLISES DA BIOINFORMÁTICA 

Toda análise da bioinformática foi realizada usando o método do DADA2 (Divisive Amplicon 

Denoising Algorithm 2) (CALLAHAN et al., 2016). As sequências resultantes do 

sequenciamento passaram por várias etapas, “demultiplexing”, filtragem de qualidade das 

sequências, “denoise”, “merge” e remoção de quimeras usando o plug-in DADA2 implementado 

no R (CALLAHAN et al., 2016). Depois de uma inspeção da qualidade dos gráficos interativos, 

observamos que o Q-score das bases caiu em torno da posição 180 e, portanto, nossas sequências 
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foram truncadas em 180 pares de bases. Para isso, o DADA2 foi usado com os parâmetros de 

comprimento de truncamento de –p-trunc-len-f 180 e –p-trunc-len-r 180. Posteriormente uma 

tabela com sequências das ASVs foi gerada (CALLAHAN et al., 2016). Para taxonomia, o 

classificador foi pré-treinado no banco de dados Silva 18S rRNA (versão 138) para protozoários 

(QUAST et al., 2012), usando o método fit-classifier-naive-bayes. Diversidade, análises 

filogenéticas e produção de figuras foram realizadas com o auxílio de vários pacotes do R (R 

CORE TEAM, 2019), incluindo phyloseq (MCMURDIE; HOLMEM, 2013), vegan (OKSANEN 

et al., 2019), DECIPHER (WRIGHT, 2016), phangorn (SCHLIEP, 2011) e ggplot2 (WICKHAM, 

2016). 

 

6.3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Para avaliar as diferenças de diversidade alfa entre os grupos em relação a riqueza e 

diversidade, foram calculados métricas de Chao1 e  sobre esses dados realizados ANOVA e teste 

de Tukey. Para investigar diferenças na estrutura da comunidade, foi realizada a PCoA (distância 

UNIFRAC ponderado) e PERMANOVA (Adonis test). 

 

6.4 RESULTADOS  

6.4.1 DADOS DO SEQUENCIAMENTO 

Com intuito de caracterizar a sucessão da comunidade de ciliados do rúmen nos bezerros 

usando amplicon das regiões V3-V4 do marcador 18S-rRNA em quatro estágios de 

desenvolvimento (42, 60, 90 e 120 dias), obtivemos um total de 6.717.092 milhões de reads nas 

36 amostras do conteúdo ruminal. Depois do controle de qualidade, 5.934.135 milhões de reads 

prosseguiram nas análises. As coberturas foram superiores a 90%, sugerindo que a profundidade 

de sequenciamento foi suficiente para caracterizar os ciliados. Um total de 1960 ASVs foram 

geradas no total de 36 amostras analisadas. 

 

6.4.2 ESTRUTURA DA COMUNIDADE  

A estrutura da comunidade foi analisada usando os parâmetros de riqueza (Chao1) e de 

diversidade (Shannon). Quando comparados os quatro estágios de crescimento dos animais (42 

60, 80 e 120 dias), não houve diferença significativa em nenhuma das métricas (Chao1 e 
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Shannon) (Figura 1a). Entretanto, em relação aos grupos dos animais eficientes e não eficientes, 

houve diferença significativa, usando o índice de diversidade de Shannon (Figura 1b). 

 

Figura 1. Métricas de diversidade alfa analisada em quatro estágios de desenvolvimento (42, 60, 

80 e 120dias) dos animais para a comunidade microbiana. a) Riqueza (Chao1) e 

diversidade (Shannon) nos quatro estágios de crescimento e b) diversidade (Shannon) 

referentes aos animais divergentes para RFI, eficientes e não eficientes. 

 

           Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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6.4.3 PERFIL TAXONÔMICO  

O perfil taxonômico revelou a presença de 11 filos, Apicomplexa, Ascomycota, 

Basidiomycota, Bicosoecida, Cercozoa, Ciliophora, Desulfobacterota, Dinoflagellata, 

Gracillipodida, Phragmoplastophyta e Vertebrata, sendo que dentre eles, o filo Ciliophora foi o 

mais abundante,  correspondendo a mais de 90% em todas as amostras (Anexo D).  

 Entre as amostras, constatamos que apenas em uma (no estágio 60 dias), mostrou 

abundância para o filo Ciliophora fora deste padrão, menos de 90% (Figura 2 a). Para representar 

melhor o perfíl taxonômico, todos os táxons detectados e táxons não classificados (NA), foram 

incluídos na análise. Para os níveis taxonômicos de classe e subclasse, registrou-se três 

subclasses, Trichostomatia (Litostomatea), Hypotrichia (Spirotrichea) e Oligotrichia 

(Spirotrichea), e duas classes, Colpodea e Haptoria. Outros grupos classificados como classes, 

incluem: Mammalia, Conoidasida, Desulfuromonadia, Eurotiomicetes, Embryophyta, 

Dothideomycetes, Saccharomyces, Sordariomycetes, Dinophyceae, Choanoflagellida, 

Malasseziomycetes e Agaricomycetes. O taxon predominante foi a subclasse Trichostomatia, 

com 96% da abundância (Figura 2 b). 

  Em nível do gênero, foram registrados 25 gêneros, Arcuospathidium (Ciliophora), 

Cryptosporidium (Ciliophora), Platyophrya (Ciliophora), Strombidium (Ciliophora), Epiphyllum 

(Ciliophora), Thermomyces (Fungo), Bicosoeca (Bicosoecida), Amphileptus (Ciliophora), 

Didinium (Ciliophora), Coleps (Ciliophora), Pelagostrobilidium (Ciliophora), Cyrtolophosis 

(Ciliophora), Salpingoeca (Salpingoecidae), Protoperidinium (Ciliophora), Malassezia (Fungo), 

Telaepolella (Gracilipodida), Pelagostrobilidium (Ciliophora), Tulasnella (Fungo), 

Cyclospothium (Ciliophora), Entodinium (Ciliophora), Eremoplastron (Ciliophora), Metadinium 

(Ciliophora), Isotricha (Ciliophora), Dasytricha (Ciliophora) e Polyplastron (Ciliophora). Dentre 

os gêneros de ciliados do rúmen, Entodinium, Isotricha e Polyplastron foram registrados em 

todos estágios de crescimento dos animais com predominância do gênero Entodinium (58%), 

seguido pelo gênero Polyplastron (7%) (Figura 3 a, b; Anexos E e F). 

 Em relação ao registro dos ciliados do rúmen por cada estágio, constatou-se que, no 

primeiro estágio, 42 dias, foram registrados os gêneros Entodinium, Polyplastron e Isotricha; no 

estágio 60 dias, Entodinium, Polyplastron, Isotricha, Metadinium, Dasytricha e Eremoplastron; 

no estágio 80 dias foram registrados os seguintes gêneros: Entodinium, Polyplastron e Isotricha; 
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e para o estágio 120 dias, foram registrados os gêneros Entodinium, Polyplastron, Isotricha, 

Metadinium, Dasytricha e Eremoplastron. 

Figura 2. Gráfico de barras da composição e abundância dos filos e Subclasse/Classe da 

comunidade microbiana do rúmen de bezerros durante quatro estágios de crescimento. 

a)- Composição de filos; b)-Composição de Subclasses/Classes. Os valores no eixo Y 

representam a abundância de filos e no eixo X os períodos e a identificação do animal.  

 

                 Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Figura 3. Gráfico de barras contendo composição e abundância dos gêneros da comunidade de 

ciliados  no rúmen de bezerros durante quatro estágios de desenvolvimento. a) 

Composição de gêneros com NA (taxons não identificados no banco de dados); b) 

Composição de gêneros sem NA. Os valores no eixo Y representam a abundância de 

cada gênero e no eixo X os períodos e o número do animal. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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Ao analisar o registro e abundância entre os estágios/períodos de estabelecimento dos 

protozoários no rúmen para os níveis de filo e gênero, verificou-se que o filo Ciliophora foi 

observado em todos os períodos de crescimento dos animais. No período 42 dias, o filo 

Ciliophora apresentou uma abundância de 95%, no período 60 dias foi de 94%, no período 80 

dias 98% e para o período de 120 dias a abundância foi também de 98% (Anexo D). Comparando 

animais eficientes e não eficientes, não se registrou uma diferença significativa na abundância em 

nível do filo Ciliophora entre os dois grupos de animais (Figura 4 b). Em nível do gênero de 

ciliados do rúmen, três estavam presentes em todos períodos, Entodinium, Isotricha e 

Polyplastron. Os dois gêneros mais abundantes do rúmen tiveram as seguintes porcentagens: 

período 42 dias, o gênero Entodinium apresentou 58.2%, no período 60 dias 57.8%, no período 

80 dias 58.3% e no período de 120 dias, 57.3% (Anexo F). O gênero Polyplastron apresentou as 

seguintes porcentagens: 42 dias (6.5%), 60 dias (6.6%), 80 dias (7.6%) e 120 dias (5.5%) (Anexo 

E). 

 

Figura 4. Boxplots da abundância do filo Ciliophora e dez gêneros registrados no rúmen. a) 

Abudância do filo Ciliophora nos quatro estágios. b) Abundância do filo Ciliophora 

entre os grupos dos animais c) Abundância dos gêneros nos quatro estágios. d) 

Abundância dos gêneros nos grupos divergentes para eficiência alimentar.  
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Para estimar a diversidade beta entre as amostras, a análise de coordenadas principais foi 

realizada e todos períodos e tratamentos são mostrados na figura 5. Tanto para os estágios de 

crescimento quanto para os grupos dos animais, os dois primeiros componentes principais 

representaram 38.4% e 21.2% de variação. Juntos explicam aproximadamente 60% da variação 

na estrutura da comunidade. Ao observar a análise de coordenadas principais, a microbiota do 

período 42 dias de vida dos animais, parece ter uma tendência em formar um grupo distinto dos 

outros períodos. O mesmo resultado pode ser observado em relação ao tratamento dos animais. 

Porém, ao analisar os centroides por meio de Adonis test para os dois casos, resultou a separação 

dos grupos, com um valor estatístico significativo (R= 0.12356 e P=0.028), o que pode indicar a 

existência de uma diferença significativa na estrutura da comunidade de ciliados entre os grupos 

(Figura 5; Anexo C).   
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Figura 5. Análise de coordenadas principais (PCoA) para composição da comunidade de ciliados 

do rúmen de bezerros em diferentes fases de idade. Axis 1 e Axis 2 juntos explicam 

59,6% da variação na composição. a) Composição da estrutura da comunidade entre os 

estágios de crescimento. b) Composição da estrutura da comunidade entre os grupos 

dos animais. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

6.5 DISCUSSÃO 

A manipulação da microbiota ruminal de bezerros durante os primeiros dias de vida e 

fases subsequentes surge como uma estratégia promissora para melhorar a eficiência de produção 

dos hospedeiros ao longo do tempo. Complementarmente, entender a dinâmica do 

estabelecimento microbiano no desenvolvimento do rúmen e os fatores que o influenciam serão 

fundamentais no desenho de novas e eficazes estratégias dietéticas e de manejo para modificar a 

composição microbiana do rúmen e desempenho do hospedeiro. Para além disso, pode ajudar a 

desenhar as estratégias eficientes de intervenção para manipular o processo de colonização no 

rúmen desde o início de vida dos animais. O estabelecimento da microbiota ruminal nos 

primeiros dias de vida dos hospedeiros é ainda mais importante porque constitui uma base de 
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transição dos animais recem nascidos para o estado de ruminante, um estado importante para 

adaptação digestiva (LI et al., 2012). 

Sequências de 11 filos da comunidade microbiana foram identificadas no conteúdo 

ruminal de bezerros F1 Holandes x Gir utilizando o gene 18S rRNA. Entre estes filos, Ciliophora 

foi o mais abundante com aproximadamente 96%. No presente estudo, o filo Ciliophora foi 

detectado a partir do estágio 42 dias de vida dos animais. Este resultado, pode não constituir 

novidade, visto que estudos anteriores já detectaram ciliados em períodos similares (GUO et al., 

2020), porém, outros estudos mostraram a presença de ciliados em hospedeiros ainda mais novos, 

com até 21 dias de vida (CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2019). Isto pode indicar de que, 

este grupo de eucariotos (ciliados) é presente no rúmen ainda muito cedo do que registrado no 

presente trabalho, e que isso pode ter sido influenciado pela dieta recebida pelos animais.   

Em nível de gênero para ciliados do rúmen (Trichostomatia), os gêneros Entodinium, 

Polyplastron e Isotricha foram registrados em todos estágios de crescimento dos bezerros. Nos 

estágios 60 dias e 120 dias dos bezerros, foram os estágios com mais gêneros de ciliados do 

rúmen  registrados, seis (Entodinium, Polyplastron, Isotricha, Metadinium, Dasytricha e 

Eremoplastron). Entre esses gêneros, Entodinium e Polyplastron foram os mais abundantes com 

58% e 7%, respectivamente. Estudos anteriores já registraram de forma consistente a 

predominância no rúmen dos bovinos, os gêneros Entodinium e Dasytricha (SHIN et al., 2004; 

LENG et al., 2011; GUO et al., 2020). Apesar da diferença com o gênero Polyplastron como 

segundo gênero mais predominante no nosso estudo (o que pode ter sido influenciado pela dieta 

fornecida, silagem de milho e concetrado, farelo de soja), houve a consistência/concordância para 

com um dos gêneros mais predominante nos estudos, o gênero Entodinium. No nosso estudo, o 

gênero Dasytricha teve a porcentagem menor de 1%. 

Embora não abundante no nosso estudo, o gênero Isotricha foi detectado em todos 

períodos de crescimento dos bezerros, um registro também observado em outros trabalhos 

anteriores, porém, a partir de três meses de vida dos hospedeiros (GUO et al., 2020). As espécies 

pertencentes aos gêneros Isotricha e Dasytricha desempenham papéis muito importantes na 

utilização de açúcares solúveis e no controle da taxa de fermentação de carboidratos (WRIGHT, 

2015), o que pode significar, de que, a seleção desses protozoários no rúmen de bezerros pode ter 

sido impulsionada pelo conteúdo de fibra alimentar fornecida aos animais no nosso estudo 

(silagem de milho). Além disso, as espécies do gênero Entodinium e os Isotriquideos (Isotricha e 
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Dasytricha), têm sido apontados dentre os protozoários ciliados do rúmen, como os que iniciam a 

colonizar este ecossistema (FONTY, et al., 1983) e, a abundância destes gêneros, Entodinium, 

Isotricha, Dasytricha e Polyplastron, no rúmen, pode indicar a sua relação com o tipo de dieta 

oferecida aos animais nessas fases de crescimento (GUO et al., 2020).  

A presença de gêneros de ciliados como Arcuospathidium (Haptoria), Epiphyllum 

(Haptoria), Amphileptus (Haptoria) e Didinium (Haptoria) no rúmen de bezerros em crescimento 

pode ser explicado com a possibilidade de estarem presentes nos alimentos e água ingeridos pelos 

animais, visto que, a subclasse Haptoria é um largo e diverso grupo de ciliados caracterizados por 

serem de vida livre e de ambientes terrestres (solo) e aquáticos (VĎAČNÝ et al., 2014; HUANG 

et al., 2018).  

Para além de gêneros de protozoários, gêneros de fungos foram detectados, Thermomyces 

(Ascomycota), Malassezia (Basidiomycota), Tulasnella (Basidiomycota), porém, com uma 

porcentagem inferior de menos de 1%. Os fungos anaeróbios estritos do rúmen podem 

representar 8% da biomassa microbiana nos animais que recebem dieta rica em fibras (AKIN, 

1987). Dentro do rúmen, as células vegetais mais velhas são recobertas por lignina, cutina, 

taninos e sílica, o que dificulta a adesão e consequente ação dos microrganismos ruminais à 

parede celular. Por isso, a degradação dessas células é feita preferencialmente de dentro para fora 

e os fungos são os únicos microrganismos do rúmen capazes dessa ação, permitindo que outros 

microrganismos possam continuar a digestão das proteínas e carboidratos vegetais (DE 

ALMEIDA, 2009). A detecção de fungos em bezerros (DIAS et al., 2017) e cordeiros (JIAO et 

al., 2015), já foi registrado com  tempo de vida menor, 7 dias, e com um tempo de vida superior 

de um mês em hospedeiros como iaque (GUO et al., 2020). Os fungos são eucariotos e 

componentes importantes da microbiota ruminal (O‟HARA et al., 2020) podendo apresentar uma 

densidade de 10
3 

a 10
5
 individuos/ml (AGARWAL et al., 2015; ROSSI et al., 2017), essa 

densidade, pode representar a importância dos fungos no desenvolvimento do rúmen durante os 

primeiros estágios de vida e crescimento dos ruminantes. Porém, é importante destacar aqui que o 

marcador molecular 18S não é o mais adequado para a identificação de fungos. E que apesar de 

alguns táxons terem sido detectados utilizando esse marcador, para uma classificação mais 

precisa dos fungos presentes no ambiente ruminal é necessário utilizar o marcador molecular ITS. 

Neste trabalho, registramos que houve diferença significativa em relação aos grupos dos 

animais eficientes e não eficientes. De acordo com índice de diversidade de Shannon, em animais 
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eficientes, há maior diversidade de ciliados apesar de menor abundância. Este resultado de maior 

diversidade, pode indicar a influência de protozoários do rúmen sobre a eficiência alimentar dos 

bezerros, uma vez acreditar-se que a  microbiota do rúmen afeta a eficiência alimentar do 

hospedeiro (GUAN et al., 2008; VANDEHAAR et al., 2016; AUFFRET et al., 2020, 

FREGULIA et al., 2022). Pode-se ainda traduzir com este resultado, uma maior produção sobre 

os bezerros com mesma quantidade ou menos alimento, menor necessidade de mao-de-obra, 

menor necessidade de áreas de pastagem e menor consumo de alimento (GOMES et al., 2012). 

No entanto, estudos são necessários para melhor compreessão de grupos específicos de 

protozoários ciliados relacionados na eficiência.  

Baseando-se em análises de coordenadas principais (PCoA), a estrutura da comunidade de 

eucariotos no rúmen de bezerros foi claramente separada entre grupos de idade (42 dias, 60 dias, 

80 dias e 120 dias) e grupos de animais, P = 0.028 (Anexo C). Isto pode sugerir que os estágios 

de crescimento dos bezerros e os grupos de animais (eficiente e não eficiente), podem contribuir 

para o estabelecimento sucessivo da microbiota ruminal, em especial protozoários ciliados. Um 

estudo feito por GUO et al. (2020) sobre o levantamento da microbiota ruminal em iaques 

domésticos durante diferentes estágios de crescimento, não foi clara a separação dos protozoários 

e fungos ao longo das diferentes fases de crescimento dos animais. Essa diferença pode ser 

devido a influência dos fatores do hospedeiro e dieta fornecida, porque a mudança da microbiota 

ao longo da vida dos animais é bastante sensível a vários fatores incluindo dieta e o tipo de 

hospedeiro. Para além disso, já foi demonstrado que a comunidade de protozoários no rúmen 

muda ao longo do tempo dos hospedeiros, apesar de ser de forma ligeira (HUWS et al., 2018), 

sugerindo que as comunidades de protozoários e fungos podem ser pouco sensíveis a mudanças 

de tempo.  

  Caracterizar a microbiota que coloniza o rúmen em especial ciliados, pode ser 

importante para saber quando essa microbiota se estabelece. Isso fornece informações para 

potenciais manipulações (estratégias de inoculação), pois é mais difícil alterar a microbiota 

totalmente estabelecida já na fase adulta dos animais (ZHOU et al., 2018). Portanto, estudos 

futuros são necessários para identificar até que ponto os táxons registrados por idade são 

indicativos do desenvolvimento normal da microbiota ruminal. 
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6.6 CONCLUSÃO 

Este estudo apresentou aquilo que pode ser a estrutura da comunidade microbiana 

(protozoários ciliados) do rúmen de bezerros em quatro fases durante a colonização microbiana 

do rúmen  dos animais alimentados essencialmente de silagem de milho e concentrado. Os 

resultados revelaram a predominância do filo Ciliophora nos quatro estágios. Os gêneros 

Entodinium, Polyplastron e Isotricha foram detectados nos quatro estágios de crescimento dos 

bezerros. Os estágios 60 dias e 120 dias, registraram mais gêneros (seis) de ciliados do rúmen, 

Entodinium, Polyplastron, Isotricha, Metadinium, Dasytricha e Eremoplastron. A estrutura da 

ciliatofauna no rúmen de bezerros foi claramente separada pelos diferentes grupos de eficiência 

alimentar. As informações obtidas neste estudo podem ser vitais para o desenvolvimento futuro 

de estratégias para manipular (transferir) os ciliados no rúmen de bezerros. 
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7- CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A partir dos resultados obtidos nesta tese, podemos tirar as seguintes considerações finais:  

1) As espécies de ciliados do rúmen associadas a caprinos formam um grupo merofilético 

e a idade máxima e mínima  de 8.2Ma e 2.4Ma, foi proposta para estas espécies. Com esta 

informação, permite ainda dizer  que, nos períodos Neogene e Quaternário já era possível a 

diversificação dos ciliados de caprinos, visto que nessa época o nicho para sua colonização já era 

disponível. Com esta tese, mostramos a ocorrência de 72 espécies de ciliados do rúmen em 

caprinos registradas em 13 países. 
 

2) O conhecimento sobre protozoários ciliados do trato gastrointestinal de hospedeiros 

ruminantes em países da África ainda é bastante limitado. Apesar disso, nesta tese trazemos mais 

informações para o continente ao fazermos o primeiro registro de ciliados do rúmen de caprinos 

de Moçambique. Registramos 47 espécies de protozoários ciliados ocorrendo em caprinos de 

Moçambique. Mostramos que ampliando o processo de coleta nas localidades africanas e 

algumas zonas de dificil acesso, essas regiões, podem apresentar ainda mais surpresas na 

diversidade e abundância de ciliados do rúmen ainda desconhecidos.  

3) A utilização do dataset concatenado sugeriu ser uma alternativa para inferir as relações 

filogenéticas entre os táxons de ciliados do rúmen pelo fato de termos recuperado valores de 

suporte elevados na topologia concatenada entre dataset ITS e dataset 18S. Porém, há 

necessidades de mais estudos que utilizem um número consideravelmente maior de sequências. 

Além disso, esta tese contribui ao incluir onze sequências novas com ITS nos bancos de dados. 

4) A PCoA ressalta que a estrutura da comunidade de eucariotos no rúmen de bezerros foi 

claramente separada entre grupos por idade e  em animais eficientes, há uma maior diversidade 

de ciliados e uma menor abundância. Estudar o estabelecimento sucessivo de ciliados no 

ambiente ruminal é um tipo de pesquisa que precisa ocupar um espaço maior em aspectos sobre a 

microbiota do rúmen, pois é  importante para se saber quando os protozoários ciliados se 

estabelecem no rúmen, para que possamos ter informações relevantes das fases e momentos 

exatos da vida dos animais, para potenciais manipulações. Neste trabalho, registramos os gêneros 

Entodinium, Polyplastron e Isotricha no estágio 42 dias; Entodinium, Polyplastron, Isotricha, 

Metadinium, Dasytricha e Eremoplastron no estágio 60 dias; Entodinium, Polyplastron e 

Isotricha no estágio 80 dias e os gêneros Entodinium, Polyplastron, Isotricha, Metadinium, 

Dasytricha e Eremoplastron no estágio 120 dias de vida dos bezerros. 
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5) As informações obtidas nesta tese podem contribuir para o conhecimento da 

ciliatofauna em mamíferos herbívoros ruminantes, porém, estudos relacionados são necessários 

para uma melhor compreensão da taxonomia, filogenia e aspectos moleculares de ciliados do 

rúmen utilizando outras técnicas disponíveis, como por exemplo o protargol e o uso de MEV para 

ciliados do rúmen. Igualmente, são necessarios estudos para identificar até que ponto os táxons 

registrados por idade são indicativos do desenvolvimento normal da microbiota ruminal.  
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ANEXOS 

 

ANEXO A. Número de acesso no Genbank das espécies de protistas ciliados usadas para as 

inferências filogenéticas. (Capítulo 1) 

 

Espécies 

Número de 

acesso no 

Genbank 

Número de 

pares de 

base (pb) 

 

Referências 

Diplodinium_dentatum U57764.1 1638 pb Wright & Lynn, 1997 

Epidinium_caudatum U57763.1 1638 pb Wright et al., 1997 

Ophryoscolex_purkynjei U57768.1 1636 pb Wright & Lynn, 1997 

Macropodinium_yalabense AF042486.1 1639 pb Wright, 1998 

Amylovorax_dehorityi AF298817.1 1642 pb Cameron et al., 2001 

Bitricha_tasmaniensis AF298821.1 1640 pb Cameron et al., 2001 

Amylovorax_dogieli AF298825.1 1639 pb Cameron et al., 2001 

Polycosta_turniae AF298818.1 1642 pb Cameron et al., 2000 

Polycosta_roundi AF298819.1 1641 pb Cameron et al., 2000 

Macropodinium_ennuensis AF298820.1 1639 pb Cameron et al., 2000 

Bandia_smalesae AF298822.1 1640 pb Cameron et al., 2000 

Bandia_tammar AF298823.1 1642 pb Cameron et al., 2000 

Bandia_cribbi AF298824.1 1643 pb Cameron et al., 2000 

Bandia_deveneyi AY380823.1 1641 pb Cameron & O'Donoghue, 2004 

Paraisotricha_colpoidea EF632075.1 1559 pb Struder-Kypke et al., 2007 

Cycloposthium_ishikawai EF632076.1 1558 pb Struder-Kypke et al., 2007 

Cycloposthium_edentatum EF632077.1 1558 pb Struder-Kypke et al., 2007 

Cochliatoxum_periachtum EF632078.1 1557 pb Struder-Kypke et al., 2007 

Troglodytella_abrassarti EU680308.1 1316 pb Modry et al., 2009 

Anoplodinium_denticulatum AM158440.1 1641 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Entodinium_dubardi AM158443.1 1638 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Entodinium_caudatum AM158444.1 1642 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Entodinium_bursa AM158448.1 1638 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Entodinium_nanellum AM158449.1 1642 pb Moon-van der Staay et al., 2005 
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Isotricha_intestinalis AM158453.1 1639 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Isotricha_prostoma AM158454.1 1640 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Polyplastron_multivesiculatum AM158458.1 1639 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Ostracodinium_dentatum AM158460.1 1637 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Enoploplastron_triloricatum AM158461.1 1637 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Enoploplastron_triloricatum AM158462.1 1639 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Dasytricha_ruminantium AM158463.1 1635 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Entodinium_simplex AM158466.1 1647 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Ophryoscolex_caudatus AM158467.1 1635 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Eremoplastron_rostratum AM158469.1 1635 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Anoplodinium_denticulatum AM158470.1 1637 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Entodinium_furca AM158471.1 1638 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Eremoplastron_dilobum AM158472.1 1636 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Eremoplastron_neglectum AM158473.1 1637 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Epidinium_ecaudatum AM158474.1 1637 pb Moon-van der Staay et al., 2005 

Entodinium_longinucleatum AB481099.1 1594 pb Ito et al., 2010 

Cycloposthium_bipalmatum AB530165.1 1640 pb Imai et al., 2009 

Triplumaria_selenica AB533538.1 1639 pb Ito et al., 2010 

Raabena_bella AB534183.1 1640 pb Ito et al., 2010 

Blepharocorys_curvigula AB534184.1 1643 pb Ito et al., 2010 

Ostracodinium_trivesiculatum AB536718.1 1594 pb Ito et al., 2009 

Eudiplodinium_rostratum AB536716.1 1591 pb Ito et al., 2010 

Balantidium_coli GQ903678.1 1542 pb Nilles & Rivera, 2010 

Bundleia_postciliata AB555709.1 1560 pb Imai et al., 2010 

Polydiniella_mysorea AB555710.1 1557 pb Imai et al., 2010 

Bundleia_benbrooki AB555711.1 1555 pb Imai et al., 2010 

Bundleia_nana AB555712.1 1560 pb Imai et al., 2010 

Diplodinium_dentatum JN116196.1 1363 pb Tymensen et al., 2012 

Eudiplodinium_maggii JN116201.1 1317 pb Tymensen et al., 2012 

Metadinium_medium JN116208.1 1362 pb Tymensen et al., 2012 

Metadinium_minorum JN116224.1 1364 pb Tymensen et al., 2012 
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Diploplastron_affine JN116225.1 1363 pb Tymensen et al., 2012 

Bozasella_gracilis AB793744.1 1556 pb Ito et al., 2014 

Triplumaria_solea AB793745.1 1557 pb Ito et al., 2014 

Triplumaria_sukuna AB793777.1 1556 pb Ito et al., 2014 

Triplumaria_dvoinosi AB793778.1 1556 pb Ito et al., 2014 

Triplumaria_fulgora AB793781.1 1556 pb Ito et al., 2014 

Triplumaria_harpagonis AB793782.1 1556 pb Ito et al., 2014 

Gassovskiella_galea AB793783.1 1561 pb Ito et al., 2014 

Spirodinium_equi AB794092.1 1559 pb Ito et al., 2014 

Triadinium_caudatum AB794968.1 1558 pb Ito et al., 2014 

Tetratoxum_parvum AB794969.1 1556 pb Ito et al., 2014 

Tetratoxum_excavatum AB794971.1 1556 pb Ito et al., 2014 

Pseudoentodinium_elephantis AB794972.1 1559 pb Ito et al., 2014 

Ochoterenaia_appendiculata AB794973.1 1560 pb Ito et al., 2014 

Circodinium_minimum AB794974.1 1560 pb Ito et al., 2014 

Blepharocorys_angusta AB794976.1 1560 pb Ito et al., 2014 

Blepharocorys_jubata AB794977.1 1561 pb Ito et al., 2014 

Buxtonella_sulcata AB794979.1 1559 pb Ito et al., 2014 

Helicozoster_indicus AB794981.1 1563 pb Ito et al., 2014 

Latteuria_polyfaria AB794982.1 1559 pb Ito et al., 2014 

Latteuria_media AB794983.1 1562 pb Ito et al., 2014 

Paraisotricha_minuta AB794984.1 1559 pb Ito et al., 2014 

Sulcoarcus_pellucidulus AB795024.1 1564 pb Ito et al., 2014 

Didesmis_ovalis AB795025.1 1558 pb Ito et al., 2014 

Alloiozona_trizona AB795026.1 1562 pb Ito et al., 2014 

Ostracodinium_rugoloricatum KF981799.1 1475 pb Rossi et al., 2013 

Ostracodinium_clipeolum KF981800.1 1503 pb Rossi et al., 2013 

Ostracodinium_gracile KF981801.1 1530 pb Rossi et al., 2013 

Balantidium_duodeni KM057846.1 1641 pb Chistyakova et al., 2014 

Balantidium_polyvacuolum KJ124724.1 1636 pb Li, 2014 

Charonina_ventriculi KJ870174.1 1537 pb Kittelmann et al., 2015 
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Eodinium_posterovesiculatum KX219655.1 1457 pb Cedrola et al., 2016 

Diplodinium_anisacanthum KX219656.1 1780 pb Cedrola et al., 2016 

Balantidium_grimi MG837094.1 1640 pb Zhao et al., 2018 

Spathidium_papilliferum KY556649.1 1593 pb Jang et al., 2017 

Fonte: Elaborado pelo autor (2020) 

 

ANEXO B. Número de acesso no Genbank das espécies de protistas ciliados usadas para as 

inferências filogenéticas com marcadores ITS e 18S (Capítulo 3). 

Espécies/Família Número de 

acesso no 

Genbank 

(ITS) 

Número 

de 

pares 

de base 

(pb) 

Número de 

acesso no 

Genbank 

(18S) 

Número 

de 

pares 

de base 

(pb) 

Referências 

Isotricha_prostoma 

(Isotrichidae Stein, 1889) 

Present study 659 pb AM158454.1 1640 pb Moon-van der Staay et al., 

2005 

Diplodinium_polygonale 

(Ophryoscolecidae Stein, 

1858) 

Present study  547 pb ON228651.1 1431 pb Cedrola et al., 2022 

Diplodinium_anisacanthum 

(Ophryoscolecidae Stein,1858) 

Present study  474 pb KX219656.1 1780 pb Cedrola et al., 2022 

Diplodinium_triacanthum 

(OphryoscolecidaeStein, 1858) 

Present study  438 pb Not available  Not available 

Enoploplastron_triloricatum 

(OphryoscolecidaeStein, 1858) 

Present study  504 pb AM158462.1 1639 pb Moon-van der Staay et al., 

2005 

Eudiplodinium_maggii 

(Ophryoscolecidae Stein, 

1858) 

Present study  505 pb AM158452.1 1636 pb Moon-van der Staay et al., 

2005 

Ostracodinium_rugoloricatum 

(Ophryoscolecidae Stein, 1858 

) 

Present study  505 pb KF981799.1 1475 pb Rossi et al., 2013 

Metadinium_medium 

(Ophryoscolecidae Stein, 

1858) 

Present study  503 pb AB535215.1 1593 pb Ito et al., 2010 

Elytroplastron_bubali 

(Ophryoscolecidae Stein, 1858 

) 

Present study  406 pb ON228654.1 1457 pb  Cedrola et al., 2022 

Polyplastron_multivesiculatum 

(Ophryoscolecidae Stein, 

1858) 

Present study  553 pb AM158459.1 1639 pb Moon-van der Staay et al., 

2005 

Eremoplastron_dilobum 

(Ophryoscolecidae Stein, 

1858) 

Present study  506 pb AM158472.1 1636 pb Moon-van der Staay et al., 

2005 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=47890&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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Troglodytella_abrassarti 

(Troglodytellidae Coliss, 1979 

) 

EU680312.1 418 pb AB437346.1 1616 pb Modry et al., 2009; Irbis et 

al., 2008 

Neobalantidium_coli   
(Balantidiidae Reichenow, 

1929) 

JQ073356.1 531 pb KJ170368.1 1636 pb Pomajbikova et al., 2013; 

Ponce-Gordo, 2014 

Balantidium_coli  

(BalantidiidaeReichenow, 

1929 ) 

AM982726.1 401 pb AM982723.1 1634 pb Ponce-Gordo et al., 2008 

Buxtonella_like 

(Pycnotrichidae Poche, 1913) 

JQ073375.1 535 pb JQ073328.1 949   pb Pomajbikova et al., 2013 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

ANEXO C . Análises de Centróides de ordenação e dispersão. 042; 060; 080 e 120, são estágios 

de vida dos bezerros (Capítulo 4) 

 

          Fonte:Elaborado pelo autor (2022).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=482401&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=71583&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=71583&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1280769&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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ANEXO D. Abundância  em nível do filo em porcentagem (Capítulo 4) 

 

 

ANEXO E. Abundância do gênero Polyplastron em cada amostra e período em porcentagem (Capítulo 4) 

 

 

 

phylum 01_042D 01_060D 01_080D 01_120D 05_060D 05_080D 05_120D 10_042D 10_060D 10_080D 10_120D 20_042D 20_060D 20_080D 20_120D 21_042D 21_060D 21_080D 21_120D 30_042D 30_060D 30_080D 30_120D 32_060D 32_080D 32_120D 35_042D 35_060D 35_080D 35_120D 38_042D 38_080D 38_120D 39_060D 39_080D 39_120D

Apicomplexa 0 0 0.000101 0 0 0 2.58E-05 0 0 0 0.000102 0.000293 0.005667 5.65E-05 0 0 0 0 1.76E-05 2.91E-05 2.58E-05 0 0 0.000101 0 4.29E-05 0 0 0 6.34E-05 0 0 0 0 0 7.40E-05

Ascomycota 6.63E-05 0 0 0 0 0 0.000187 0 0 0 0 0.000136 0 0.000254 0 0.001665 8.80E-06 8.66E-05 0 0 6.45E-05 0 0 5.03E-05 0 0.000122 0.001499 0.000526 0 6.34E-05 0 0 0 8.63E-05 0 0

Basidiomycota 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.000214 0 0 0 0 0 0 0 0

Bicosoecida 0 0 0 2.95E-05 0 0 0 0 0 1.38E-05 0 0.000121 0 0 0 0.000737 0 0.000445 0 2.18E-05 0 0 0 0.000258 0 0 0 0 9.56E-05 0 4.53E-05 0 0 0.000405 0 0

Cercozoa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.00E-05 0 0 0 0 0 0 2.34E-05 0 2.58E-05 0 0 5.03E-05 0 0 0.000231 0 0 0 0 1.28E-05 0 0 0.000248 0

Ciliophora 0.999934 1 0.999899 0.99997 1 1 0.999787 1 1 0.999986 0.999898 0.999243 0.99432 0.999668 0.999957 0.993463 0.999968 0.999468 0.999944 0.999949 0.999884 1 1 0.999541 1 0.9998 0.99827 0.975817 0.999904 0.999873 0.999955 0.999987 1 0.999509 0.999752 0.999926

Desulfobacterota 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.000107 0 0 0 0.004134 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.58E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Dinoflagellata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.86E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.50E-05 0 0 0 0 0 0 0 0

Gracilipodida 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.12E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Phragmoplastophyta 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.002527 0 0 0 0 0 0 0 0

Vertebrata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.14E-05 1.36E-05 0 4.32E-05 0 2.35E-05 0 1.46E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0.020851 0 0 0 0 0 0 0 0
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ANEXO F. Abundânc do gênero Entodinium em cada amostra e período (Capítulo 4) 

 

 

genus 01_042D 01_060D 01_080D 01_120D 05_060D 05_080D 05_120D 10_042D 10_060D 10_080D 10_120D 20_042D 20_060D 20_080D 20_120D 21_042D 21_060D 21_080D 21_120D 30_042D 30_060D 30_080D 30_120D 32_060D 32_080D 32_120D 35_042D 35_060D 35_080D 35_120D 38_042D 38_080D 38_120D 39_060D 39_080D 39_120D

Entodinium 0.37722 0.3439 0.29848 0.35827 0.40504 0.35892 0.31874 0.39365 0.27754 0.37197 0.27129 0.34503 0.31217 0.33806 0.34725 0.35201 0.28813 0.35757 0.47473 0.33952 0.349 0.25506 0.38066 0.387 0.85366 0.44138 0.35883 0.33575 0.35025 0.51379 0.39681 0.21568 0.38469 0.35804 0.30835 0.38845

Entodinium 0.03413 0.00446 0.02599 0.02165 0.01837 0.02552 0.04329 0.03253 0.06733 0.03058 0.02214 0.04045 0.01806 0.03582 0.104 0.03654 0.16344 0.02588 0.08454 0.02044 0.02828 0.00042 0 0.03712 0.00039 0.02559 0.0322 0.08721 0.04759 0.02665 0.02281 0.03018 0.0225 0.03665 0.04663 0.0167

Entodinium 0.05566 0.02841 0.08415 0.04181 0.07242 0.08522 0.07168 0.08159 0.09289 0.07127 0.05945 0.05863 0.04855 0.07993 0.02947 0.06656 0.07106 0.06797 0.02512 0.06452 0.04541 0.00167 0.00014 0.05677 0.00292 0.03981 0.04 0.02155 0.07816 0.04021 0.05476 0.14218 0.15659 0.07119 0.07626 0.03688

Entodinium 0.04472 0.00924 0.03906 0.04267 0.03319 0.03707 0.05559 0.04746 0.08974 0.0409 0.05106 0.05205 0.03954 0.04881 0.01885 0.04341 0.07358 0.04334 0.01789 0.03608 0.04028 0.00203 0 0.04819 0.0014 0.03626 0.0368 0.01321 0.05866 0.03465 0.04071 0.04039 0.03507 0.05015 0.05636 0.02584

Entodinium 0 0.00867 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.08441 0 0.06833 0 0.03168 0 0 0 0 0 0 0 0 0.01912 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.03755 0.00268 0.03128 0.02311 0.04852 0.05398 0.04386 0.0387 0.0609 0.02463 0.02968 0.03748 0.03301 0.03801 0.00184 0.0402 0.01086 0.03453 0.00051 0.03004 0.02915 0 0 0.03481 0 0.03223 0.03251 0.01697 0.04515 0.02806 0.02789 0.04237 0.03294 0.04127 0.04722 0.02188

Entodinium 0.02383 0 0.01922 0.01077 0.01269 0.01808 0.03044 0.02516 0.04904 0.015 0.01651 0.02977 0.01502 0.0267 0 0.02659 0 0.01781 0 0.0148 0.01812 0 0 0.02832 0 0.01898 0.0207 0 0.03416 0.01758 0.01326 0.02135 0.0165 0.02626 0.03273 0.01275

Entodinium 0.01296 0.00268 0.01188 0.00726 0.00788 0.0137 0.01342 0.01406 0.01734 0.00734 0.0126 0.01664 0.01302 0.01694 0.00889 0.01377 0.04309 0.01138 0.00867 0.01003 0.00716 0 0 0.01535 0.00073 0.00997 0.0089 0.00605 0.01465 0.0099 0.00999 0.01133 0.01027 0.01435 0.01431 0.0074

Entodinium 0.00129 0 0 0 0.00655 0.0013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00121 0 0 0.00132 0 0 0 0 0 0.00132 0 0 0.00119 0 0.00105 0 0.00132 0 0

Entodinium 0.00153 0 0 0 0.00629 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00484 0 0 0 0 0 0.00163 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00576 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00467 0 0 0.00174 0.00199 0 0.00554 0 0 0 0 0 0 0 0.00282 0 0.0024 0.00245 0 0 0 0 0 0 0.00134 0.00135 0 0.00283 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00554 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00103 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00547 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00089 0 0.00159 0 0 0 0 0 0.00097 0 0.00502 0 0.00168 0 0 0.00088 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00089 0 0.00079 0 0 0.00164

Entodinium 0 0 0 0.00095 0 0 0 0 0 0.00426 0 0 0 0 0 0 0 0.00108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00051 0.00109 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00416 0 0 0 0 0 0.00116 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00111 0 0 0 0.00086 0 0.00366 0 0 0 0 0 0 0 0.00116 0 0 0 0 0 0.00067 0 0 0 0 0.0008 0.00057 0.00108 0 0 0 0 0.0005

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00197 0.00341 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00086 0 0 0 0 0 0 0 0.00341 0 0.00083 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00081

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0.00129 0 0.00338 0 0 0 0 0 0 0.00042 0 0 0 0 0 0 0.00132 0 0 0 0 0.00132 0 0.00071 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00048 0.00334 0 0.00069 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00068 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00049 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00079 0 0 0 0 0 0 0 0.00327 0 0.0007 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0008

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00324 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00321 0 0 0 0 0 0 0.00209 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0012 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00102 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00085 0 0 0 0.00069 0 0.00306 0 0 0 0 0 0 0 0.00094 0 0 0 0 0 0.00066 0 0 0 0 0.00038 0.00037 0.0008 0 0 0 0 0.00027

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00279 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.001 0 0 0 0 0 0.00278 0 0 0 0 0 0 0 0.00088 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00085 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00092 0.00276 0 0.00099 0 0 0 0 0 0.00055 0 0 0 0.00074 0 0.00081 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00078 0.00085 0.00086 0 0

Entodinium 0.00061 0 0 0.00044 0.00072 0 0.00061 0 0 0 0 0 0.00042 0 0 0 0 0 0 0.00053 0.00274 0 0 0 0 0.0006 0.0006 0 0 0.00058 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00064 0 0 0 0 0 0 0 0.00079 0 0.00274 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00071

Entodinium 0.00087 0 0 0.00075 0.00069 0 0.00132 0 0.00074 0 0 0 0.00066 0 0 0 0 0 0 0.00082 0.00261 0 0 0 0 0.0012 0.00076 0 0.00069 0.0008 0 0.00051 0 0 0.00059 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00261 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00247 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00245 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00048 0 0.00092 0 0 0 0 0 0.00065 0 0.00244 0 0.00103 0 0 0.00051 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00041 0 0.00052 0 0 0.00079

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00243 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00241 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00239 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00051 0 0 0 0 0 0.00237 0 0 0 0 0 0 0 0.00053 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00052 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00235 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00088 0 0.00062 0.00185 0.00051 0.00091 0.0011 0.00083 0.00202 0.00126 0.00089 0.00107 0.00159 0.00088 0.00051 0.00134 0.00234 0.00139 0.00027 0.00051 0.00051 0 0 0.00108 0 0.00112 0.00046 0.00086 0.00136 0.00055 0.00188 0.00079 0.00096 0.00099 0.00117 0.00074

Entodinium 0 0 0 0 0.00052 0.00234 0.00022 0.00081 0.00028 0 0 0.00023 0 0.00109 0 0.00046 0 0.00056 0 0.0008 0.00014 0 0 8.39E-05 0 0.00021 0 0 0.00017 0 0.00011 0.00074 0.00069 0.00073 0.00032 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00143 0 0 0 0.0023 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00227 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00044 0.00226 0 0.00056 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00051 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00047 0 0.00069 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0.00027 0 0.00224 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00025 0.00052 0 0 0 0 0.00013

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00224 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00065 0 0 0.00058 0 0.00086 0 0.00048 0.00074 0.00179 0 0.00104 0.00048 0.00216 0 0.00137 0 0 0 0 0.00051 0 0.00047 0 0.00046 0 0 0 0 0 0.00065 0.00034 0.0005

Entodinium 0 0 0 0.00071 0 0 0 0 0 0.00216 0 0 0 0 0 0 0 0.00064 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00065 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00051 0 0 0 0.00036 0 0.00084 0 0 0 0 0.00216 0 0.00124 0.00048 0.00071 0 0 0 0 0.00041 0 0 0 0.00116 0.00052 0.00035 0.00064 0 0.00011 0 0 0.00026

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00042 0 0 0 0 0 0 0.00046 0 0 0 0 0 0.00214 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00211 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00035 0 0.0003 0 0.00038 0 0 0 0 0 0 0.00035 0 0.00029 0 0 0 0 0 0 0.00044 0 0 0 0 0 0.002 0 0 0.00035 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00197 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00192 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00192 0 0 0 0.00117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00191 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00189 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00187 0 0 0 0 0 0 0 0.00189 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00189 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00044 0 0 0.00041 0.0004 0 0.00044 0 0 0 0 0 0.00033 0 0 0 0 0 0 0.00045 0.00185 0 0 0 0 0.00056 0.00027 0 0 0.00038 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00185 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00184 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00181 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00179 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00177 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0005

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00054 0 0.00025 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00177 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00176 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00092 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00173 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00173 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00049 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00173 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00172 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00067 0 0 0 0 0 0.00171 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00094 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00065 0 0 0 0 0
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Entodinium 0 0 0 0 0.00034 0.00171 0 0.00023 0 0 0 0 0 0.00028 0 0 0 0.0002 0 0.00032 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00028 0.00022 0.00032 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00169 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00168 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00042 0 0 0 0 0 0.0016 0 0 0 0 0 0 0 0.00041 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0003 0 0.00042 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00024 0.00159 0 0.00033 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00159 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00055 0 0 0 0 0 0.00159 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00159 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00158 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00156 0 0 0.00029 0 0 0.00044 0 0 0 0 0 0 0 0.00029 0 0.00034 0.00019 0 0 0 0 0.00031 0 0 0 0 0.00029 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00026 0.00155 0 0.00029 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0002 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00155 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00154 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00053 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00098 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00154 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00033

Entodinium 0 0 0 0.00051 0 0 0 0.00044 0 0.00153 0 0 0 0 0 0 0 0.00047 0 0 0 0 0 0.00045 0 0 0 0 0.00037 0.00026 0.00048 0 0 0 0 0.00031

Entodinium 0 0 0 0.00044 0 0 0 0.00028 0 0.00153 0 0 0 0 0 0 0 0.00034 0 0 0 0 0 0.0002 0 0 0 0 0.00025 0.00023 0.00032 0 0 0 0 0.00019

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00153 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00034 0 0 0 0.00039 0 0 0 0.00042 0 0.00152 0 0 0 0 0 0 0 0.00023 0 0 0 0 0.00036 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00034

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00151 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00148 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00148 0 0.00023 0 0 0 0 0 0.00026 0 0 0 0 0 0.00022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00035 0 0.00041 0 0.00055 0 0 0 0 0.00055 0 0.00045 0 0 0 0 0 0 0.0004 0 0 0 0 0 0.00147 0 0 0.00041 0 0.00038 0 0 0.00088 0

Entodinium 0 0 0 0.00058 0 0 0 0 0 0.00147 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00147 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00032 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00146 0 0 0 0 0.00035 0.00036 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00145 0 0.00068 0 0.0008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00144 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00143 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00141 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00141 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00086 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00139 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00138 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00031 0 0 0.00026 0.00036 0 0.00041 0 0 0 0 0 0.00027 0 0 0 0 0 0 0.00025 0.00138 0 0 0 0 0.00027 0.00037 0 0 0.00031 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00138 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00034 0.00028 0 0 0.00032 0 0 0 0.00025 0 0.00137 0 0 0 0 0 0 0.00024 0.00032 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00029

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00137 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00133 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00042 0.00038 0 0 0.00039 0 0 0 0.00045 0 0.00132 0 0 0 0 0 0 0.00038 0.00039 0 0 0 0 0.00041 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00048

Entodinium 0 0 0.00131 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00047 0 0 0 0.00028 0 0.0013 0 0 0 0 0 0 0 0.00035 0 0 0 0 0 0.00022 0 0 0 0 0.00017 0.00022 0.00038 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00044 0 0 0 0 0 0 0 0.00029 0 0 0 0 0 0 0 0.00129 0 0 0 0 0.0005 0.00053 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00128 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00128 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00127 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00126 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00126 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00032 0 0 0 0 0 0 0 0.00033 0 0.00124 0 0 0 0 0 0 0.00022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00026

Entodinium 0.00041 0 0.00074 0.00029 0 0 0.00048 0 0.00033 0 0.00072 0 0.00122 0 0.00029 0.0002 0.00021 0 0 0.00028 0.00036 0 0 0 0 0.00036 0.0001 0.00029 0.00018 0 0 0 0 0 0.00018 0.00059

Entodinium 0 0 0.00121 0 0 0 0 0 0 0 0.00027 0.00019 0.00023 0.00017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0002 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0.00025

Entodinium 0 0 0.0012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00117 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00116 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00115 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00045 0 0 0 0 0 0 0 0.00044 0 0.00114 0 0 0 0 0 0 0 0.00037 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00032

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00112 0 0 0 0 0 0 0 0.0002 0 0 0 0 0.00019 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00111 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00034 0 0 0.00026 0.00039 0 0.00033 0 0 0 0 0 0.00029 0 0 0 0 0 0 0.00041 0.00107 0 0 0 0 0.00046 0.0004 0 0 0.0004 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00035 0 0 0.00022 0.00031 0 0.00032 0 0 0 0 0 0.00036 0 0 0 0 0 0 0.00026 0.00105 0 0 0 0 0.00032 0.00036 0 0 0.00037 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00102 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00036 0 0 0 0 0 0 0 0.00036 0 0 0 0 0 0 0 0.00101 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.001 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.001 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00097 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00096 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00039 0.00027 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00036

Entodinium 0.00095 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00094 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00094 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00094 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00092 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.0009 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00019 0 0.00022 0.00015 0.00019 0 0 0 0 0 0.00026 0 0 0 0 0 0.0009 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0009 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00028 0 0 0.00089 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00018 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00043 0.00033 0 0 0.00035 0 0.00022 0 0.00048 0 0.00084 0 0 0 0 0.0002 0 0.00027 0.00024 0 0 0.0002 0 0.00038 0 0 0.0002 0 0 0.00031 0 0.00023 0.00026 0.00029

Entodinium 0 0 0.00084 0 0 0 0.00015 0 0 0 0.00021 0 0.00035 0.00049 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0003 0 0 0.00025 0 0 0 0 0.00044 0.00021

Entodinium 0 0 0.00084 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0 0.0003 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00083 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00083 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00083 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00081 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Entodinium 0 0 0.00081 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.0008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00079 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00025 0 0 0 0 0 0.00023 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00079 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00078 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00076 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00073 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00073 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0007 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00069 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00018 0.00024 0 0 0 0 0 0 0 0.00018 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00069 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00069 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00021 0 0 0 0 0.00014 0.00015 0 0 0 0 0 0.00011 0 0.00019 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00068 0 0.00011 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00067 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0.00067 0 0 0 0 0 0 0 0.00027 0.00024 0.00024 0.00033 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0003 0 0 0 0 0 0 0 0.00026 0.00036

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00066 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0.00065 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00049 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00065 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00037 0 0 0.00039 0 0.00019 0.00015 0 0 0 0 0 0 0 0.00013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00065 0 0 0 0.00012 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00063 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00061 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.0006 0 0 0 0.00019 0 0.00041 0 0.00048 0 0.0002 0.00028 0 0 0 0.00041 0 0 0 0.00017 0.00024 0 0 0.00028 0 0.00037 0.00017 0.00013 0.00034 0.0002 0.00016 0.00024 0.00027 0 0.00042 0

Entodinium 0 0 0 0.00019 0 0 0 0 0 0.00019 0.00013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00059 0 0.00016 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00033 0 0 0 0 0 0.00027 0 0 0 0 0 0 0 0.00027 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00059 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00058 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00057 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00056 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00055 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00055 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00055 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00054 0 0 0 0.00017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.0002 0 0 0 0.0002 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00053 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00052 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00051 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00051 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0005 0

Entodinium 0 0 0 0.00025 0 0 0 0 0 0.00023 0 0 0 0 0 0 0 0.00022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00049 0 0 0 0 0

Entodinium 0.00049 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00025 0 0 0 0 0 0.0002 0 0 0.00018 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00048 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00047 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0.00047 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00045 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00045 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00018 0 0 0 0.00045 0 0 0 0 0 0 0 0.00015 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00023 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00044 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00014 0 0 0 0.00044 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00044 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00044 0 0 0 0

Entodinium 0.00016 0 0 0.00026 0 0 0 0 0.00018 0.00025 0 0 0 0 0 0.00013 0 0.00024 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00044 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00021 0.00022 0.0002 0 0.00017 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00017 0 0 0.00043 0 0.0002 0.00019 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00041 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00041 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0004 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00039 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00039 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00038 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00038 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00018 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 7.47E-05 0 0.00013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00038 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8.23E-05 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0.00026 0.00024 0 0.00025 0 0 0 0 0 0.00027 0 0 0 0 0 0 0 0.00019 0 0 0 0 0.00038 0 0 0 0 0 0 0 0.00029 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0.00022 0.00016 0.00023 0 0.00024 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0002 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00028 0 0 0.00036 0 0.00019 0.00032 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00036 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00036 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00035 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00035 0

Entodinium 0.00035 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00034 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00034 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00034 0

Entodinium 0 0 0 0.00013 0 0 0.00034 0 0.00014 0 0 0 5.98E-05 0 0 0 0 0 0 0.0001 0.00017 0 0 0 0 0.00012 0 0 0.00013 0 0 0.0001 0 0 0.00011 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00033 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00032 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0.00032 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00013 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00014 0 0 0 0 0 0 0
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Entodinium 0 0 0.00032 0 0 0 0 0.00015 0 0 0.00024 0 0.00031 0.00014 0 0 0 0 0 0.00016 0 0 0 8.39E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 5.23E-05 0 0 0.00026

Entodinium 0.00032 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00031 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00031 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00031 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0003 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 9.70E-05 0 8.97E-05 0.00011 9.84E-05 0 0 0 0 0.00017 0.00013 0 0 0 0 0 0.00028 9.53E-05 0 0 0 0 7.14E-05 0 0 0 0 0 0 0.00012 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00028 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.00028 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9.18E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00028 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00028 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00027 0 0.00012 0 0.00024 0 0 0 0 0 0.00021 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00026 0

Entodinium 0.00025 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.54E-05 0 7.79E-05 0 0.00024 0 0 0 0 0 0 0 0 9.49E-05 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00016 0 0 0.00013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00024 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00021 0 0 0 0.00022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.50E-05 0 0 0 0 0 0 0 0.00015 0 0 0 0 0 0.0002 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00019 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00019 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.18E-05 0 0 0 0.00016 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00015 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00013 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0.0001 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0001 0 0 0 0 0 0 0 0 1.58E-05 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9.06E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 8.87E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.38E-05 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8.36E-05 0 8.77E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 3.84E-05 0 7.86E-05 0 0 0 8.24E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.21E-05 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.93E-05 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.93E-05 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.89E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 4.44E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.54E-05 0 0 0 0 0 6.05E-05 0

Entodinium 0 0 0 4.85E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 4.44E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4.15E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4.15E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.82E-05 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.67E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.50E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.77E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 2.11E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 2.11E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.99E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 1.87E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.35E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.35E-05 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.33E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Entodinium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.17E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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ANEXO G. Artigo publicado na Revista Zootaxa (Capítulo 1). 
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ANEXO H. Artigo publicado na Revista Zootaxa em colaboração. 
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ANEXO I. Cápitulo publicado no livro Avanços da Zoologia no Século XXI (PPG-

Biodiversidade e Conservação da Natureza, UFJF) 
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ANEXO J. Certificado de autorização de coleta e exportação de produtos biológicos (Capítulo 

2). 
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ANEXO K. Certificado de aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Embrapa Gado de Leite (Capítulo 4). 
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