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RESUMO

Aproximadamente 250 espécies de ciliados do rumen ja foram descritas desde que
Gruby e Delafond em 1843 descobriram a existéncia de microrganismos vivendo em
simbionte com hospedeiros ruminantes e pseudoruminantes. Estes microrganismos
desempenham importantes funcbes desde a degradacdo da fibra até a manutencdo do
equilibrio microbiano ruminal. Porém, o conhecimento sobre este grupo de eucariotos ainda
continua pouco compreendido, principalmente para hospedeiros como caprinos e regides
como Mogambique, por isso, 0 objetivo desta tese foi de compreender a morfologia,
taxonomia, filogenia e as relagdes de protozodrios ciliados endossimbiontes de mamiferos
herbivoros utilizando uma abordagem integrativa das analises morfologicas, ecologicas,
filogenéticas e moleculares. A tese estd organizada em quatro capitulos para além da revisdo
suscinta de alguns fundamentos tedricos sobre ciliados do rumen, desde a sua descoberta,
caracteristicas dos ciliados do rimen, seus hospedeiros, sua importancia e principais técnicas
e métodos utilizados nos estudos de ciliados do ramen. No primeiro capitulo fazemos o
checklist de espécies de ciliados do rumen associados com caprinos, sua distribuicdo
geogréfica, especificidade aos hospedeiros e alguns aspectos macroevolutivas das espécies.
No segundo capitulo foi analisada a composicao genérica e especifica de protozoarios ciliados
do rimen de caprinos da raca Landim do norte de Mogcambique, mas também, comparou-se a
densidade genérica e especifica com registros em outros estudos. Ainda no segundo capitulo,
compilou-se os registros de ciliados em ruminantes domésticos de paises africanos. No
terceiro capitulo foi usado o marcador molecular ITS com objetivo de analisar as relacdes
filogenéticas de algumas espécies representantes de ciliados do rdmen. Neste capitulo
terceiro, foi demonstrado que a utilizacdo de um dataset concatenado entre 0s genes 18S e a
regido ITS pode ser uma alternativa mais robusta para inferir as relacdes filogenéticas entre 0s
taxons de ciliados do rumen. No quarto capitulo foi usado o sequenciamento Illumina 18S
rRNA para caracterizar o estabelecimento sucessivo da comunidade de ciliados no rimen de
bezerros da F1 Holandés x Gir. Esta tese, constitui uma contribui¢cdo importante para melhor
compreender alguns aspectos relacionados com a morfologia, taxonomia, filogenia e a

ecologia de ciliados no rimen de herbivoros ruminantes.

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

Mamiferos herbivoros. 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 DIVULGACAO CIENTIFICA

Os animais classificados como herbivoros ndo possuem atividade celulolitica
(capacidade de digerir alimentos com celulose) propria, por isso, eles confiam esta atividade
de degradagdo da fibra do alimento ingerido aos microrganismos que habitam seu trato
digestivo. Os microrganismos simbioticos incluem bactérias, virus, arquéias, fungos e
protistas. Alguns herbivoros tém intestino posterior expandido, também conhecidos por
fermentadores do intestino posterior, e outros tém estdmago expandido, também conhecidos
como fermentadores do intestino anterior, como ruminantes e pseudoruminantes. A distingdo
entre estes, é pelo fato de os pseudoruminantes apresentarem apenas dois pré-estdbmagos
(rdmen e reticulo), como por exemplo guanacos, camelos, alpacas, hipopétamos, Ihamas. Ja
0S ruminantes sdo 0s que apresentam trés pré-estbmagos (rimen, reticulo 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 importancia no rimen, vai além de simples criacdo do equilibrio
microbiano (ao se alimentar de outros microrganismos), pois a defaunacdo (remocdo de
ciliados) pode alterar vérios pardmetros ruminais, digestibilidade ruminal, diminui¢do das
quantidades de aménia, diminuicdo dos acidos graxos volateis, afetando assim o desempenho
ou produtividade dos hospedeiros.

Apesar disso, 0 nosso conhecimento sobre este grupo de eucariotos ainda continua
pouco compreendido, por isso, esta tese investigou dentre os varios aspectos, os ciliados que
ocorrem em caprinos, sua distribuicdo geogréfica e suas relacdes evolutivas. Neste ponto, foi
constatado que os ciliados associados com caprinos devem ter se instalado nestes hospedeiros
ha milhdes de anos atras, aproximadamente 8.2Ma e 2.4Ma. A composicao e densidade de
ciliados do ramen de caprinos que ocorrem em regides menos estudadas, como é o caso de
Mocambique, foi outro aspecto analisado. Aqui, foram registradas 47 espécies em caprinos da
raca Landim. Mas também, a tese procurou trazer algumas alternativas para analisar as
relacOes entre espécies de ciliados do rumen utilizando novas sequéncias. Para além disso,
caracterizou o estabelecimento da sucessdo ecoldgica da comunidade de ciliados (Alveolta,
Ciliophora) no rumen de bezerros mantidos em condig¢Ges tropicais com diferentes niveis de
eficiéncia alimentar: uma abordagem metagenética (18S-rRNA). Compreender estes e outros
aspectos, pode ajudar por exemplo, a desenhar as estratégias eficientes de intervencdo para

manipular o ecossistema ruminal dos animais herbivoros ruminantes.



PREFACIO

A presente tese de doutoramento foi escrita como parte dos critérios para obtengdo do
grau de doutor em Biodiversidade e Conservacdo da Natureza, pela Universidade Federal de
Juiz de Fora, Minas Geral, Brasil, num periodo de quatro anos, 2019-2022. A presente tese,
contribui para a ampliacdo do conhecimento sobre protozoarios ciliados do rumen de
mamiferos herbivoros, apresentando novos registros de ciliados simbiontes de ruminantes
domésticos em localidades de dificil acesso e pouco estudadas como € o caso de
Mocambique, bem como contribui pelo uso de distintas abordagens (morfologia, filogenia
molecular e metagenética) no estudo da taxonomia, ecologia e evolucdo desses ciliados. A
tese se apresenta com quatro capitulos, para além da revisdo ou fundamentacéo teérica. No
primeiro capitulo da tese foi realizado um trabalho de revisdo sobre ciliados do rumem
(Alveolata, Ciliophora) associados com caprinos: checklist, distribuicdo geogréfica,
especificidade do hospedeiro, filogenia e datacdo molecular. No segundo capitulo, foram
inventariados ciliados em ruminantes domésticos coletados na Africa, bem como realizada a
primeira caraterizacdo morfoldgica de ciliados (Alveolata, Ciliophora) no rimen de caprinos
domeésticos da raca Landim (Capra hircus L) em Mocambique. No terceiro capitulo, foram
realizadas analises filogenéticas de representantes de ciliados (Ciliophora, Trichostomatia) do
ramen de mamiferos herbivoros utilizando novas sequéncias da regido ITS e sequencias
disponiveis de 18S-rDNA. No ultimo capitulo, quarto, foi realizado um estudo sobre o
estabelecimento sucessivo (sucessdo) da comunidade de ciliados (Alveolta, Ciliophora) no
rimen de bezerros mantidos em condicGes tropicais com diferentes niveis de eficiéncia
alimentar: uma abordagem metagenética (18s-rrna). O primeiro capitulo desta Tese ja se
encontra publicado e esta disponivel em: https://doi.org/10.11646/zootaxa.5165.2.3. O
segundo capitulo foi submetido ao periddico Small Ruminant Research. E os dois ultimos
capitulos, terceiro e quarto, serdo submetidos para as seguintes revistas: Zoological Studies e

Microbiological Research, respectivamente.
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1 INTRODUCAO GERAL

Desde que os protozoarios ciliados do rimen foram pela primeira vez descobertos no
século XIX por Gruby e Delafond em 1843, estes microrganismos tém sido estudados em
diferentes hospedeiros ruminantes e pseudoruminantes. Desde essa época, as primeiras
ilustracGes de ciliados do ramen séo atribuidas a COLIN (1854) como autor principal que
estudou as primeiras observacdes em mamiferos domésticos, tendo observado indmeras
espécies do grupo, incluindo membros dos géneros 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 taxonémicos
envolvendo ciliados endossimbiontes de ruminantes, descreveu de forma superficial espécies
dos género Entodinium, Isotricha e Ophryoscolex, incluindo a descricdo da familia
Ophryoscolecidae (CEDROLA et al., 2020).

A partir desses trabalhos pioneiros, diversos outros estudos registraram e descreveram
inimeras espécies de ciliados no trato gastrointestinal de mamiferos herbivoros (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; GURELLLI, 2019). Até o final da década setenta, por exemplo, mais de 400
espécies de ciliados do rumen ja haviam sido descritas (CEDROLA et al., 2020), o que
evidenciava enorme diversidade para este grupo de microeucariotos endossimbiontes de
ruminantes.

A insuficiéncia de dados ou carateres morfologicos, como por exemplo os padrbes
infraciliares, pode criar lacunas na correta identificacdo dos tricostomatideos. Por isso,
continuam sendo importantes os estudos taxonémicos sobre ciliados do rumen, sobretudo
aqueles estudos que tém por objetivo a modificacdo, aprefeicoamento ou melhoria das
técnicas ciliatoldgicas principais utilizadas, preparagdes semipermanentes com corantes a
base de iodo, preparagdes semipermanentes com corantes a base de metil verde, técnica de
protargol, impregnacgdo pelo carbonato de prata e a utilizagdo do microscopio electronico de
varredura.

Constitui grande desafio nessa area de estudo, a obtencdo de amostras do liquido
ruminal de ruminantes e pseudoruminantes vivendo em zonas de dificil acesso. Assim sendo,
ndo existem duvidas de que é necessario ampliar os esforcos de amostragem do contetdo
rumianl, sobretudo, naquelas regides sem informacdes de ocorréncia de ciliados do ramen de

mamiferos herbivoros, por exemplo, algumas localidades africanas ndo exploradas. A
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ampliacdo da amostragem permitird novas estudos de descrigdo e redescricdo das especies,
caracterizagdes ultraestruturais e, ainda, maior acurécia sobre a distribuicdo geografica de
ciliados do ramen.

Nas ultimas décadas, abordagens moleculares baseadas em sequéncias do gene 18S-
rDNA foram utilizadas para identificacdo 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 questfes importantes sobre as relacdes evolutivas entre os ciliados em varios
niveis taxonémicos (SHAZIB et al., 2016). Esses estudos revelaram que parte das
classificacOes tradicionais ndo refletem divergéncia evolutiva e que as morfoespécies podem
conter espécies cripticas. No entanto, as relagcdes filogenéticas em nivel de espécie para
ciliados do rumen continuam nédo resolvidas satisfatoriamente, isso, pode ser causado devido
ao alto grau de conservacdo do gene 18S rRNA (SHAZIB et al., 2016). O uso de outros
marcadores, como a regido ITS, pode servir de alternativa uma vez que a taxa de mudancas
evolutivas desta regido é mais de 100 vezes maior que a do gene 18S rRNA, tornando ainda
esta regido do ITS um dos marcadores mais usados em estudos com foco na variabilidade
intraespecifica 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 colonizacdo ou instalacdo sucessiva de
ciliados e metagenoma em hospedeiros ruminantes € 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 ecoldgico e fisioldgico, importante na economia e na salde dos animais. Representa
também um passo importante na criacdo de esforcos e medidas para aumentar a eficiéncia
alimentar dos animais enquanto adultos e ainda, descrever a colonizacdo sequencial de
ciliados no rdamen, pode ajudar a desenhar as estratégias eficientes de intervencdo para
manipular o processo de colonizagdo dos ciliados no rimen desde o inicio de vida dos
animais.

Nesta perspectiva, a presente tese foi escrita com objetivo geral de compreender a
morfologia, taxonomia, ecologia e as relagbes evolutivas de protozoarios ciliados
endossimbiontes de mamiferos herbivoros. E de forma especifica: ‘elaborar um checklist de
espécies que ocorrem no ramen de caprinos inferindo as relagbes macroevolutivas dessas
espécies; “determinar a composicdo genérica e especifica de protozoarios ciliados do rimen

de caprinos da ragca Landim do norte de Mocambique e compilar os registros de ciliados
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reportados em ruminantes domésticos de paises africanos; *analisar as relagdes filogenéticas
de representantes de ciliados do rGmen utilizando o marcador ITS; e “caracterizar o
estabelecimento sucessivo da comunidade de ciliados no rimen de bezerros da F1 Holandés x
Gir, usando o sequenciamento dos fragmentos nas regides V3 e V4 de gene 18S rRNA em

quatro estagios do desenvolvimento dos animais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MAMIFEROS HERBIVOROS

Os mamiferos 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 a uma baleia de 40 toneladas, passando diversos
habitos alimentares: carnivoros (0s que se alimentam de outros animais), herbivoros (os que
se alimentam de vegetais), insentivoros (0s que se alimentam de insetos), detritivoros (os que
se alimentam de restos organicos) e onivoros (os que se alimentam com diferentes classes de
alimentos) (WILSON; REEDER, 2005).

Devido a essa diversidade de morfoldgica e funcional, os mamiferos desempenham
varios e diversificados papeis no ecossistema (BOND-BUCKUP et al., 2010). Ainda, por se
enquadrarem no grupo de consumidores, os mamiferos podem comer desde insetos até outros
grandes mamiferos, e por serem predadores controlam a quantidade de outros animais,
evitando o crescimento exagerado dessas populacdes que poderiam se tornar pragas ou
prejudiciais, permitindo um equilibro do sistema natural (BONB-BUCKUP et al., 2010). Tais
caracteristicas, consumidores e predadores, fazem com que os mamiferos 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 0 seu momento evolutivo, embora a linhagem que
Ihes originou, a partir dos terapsideos, tenha aparecido muito antes (WILSON; REEDER,
2005). A extincdo dos grandes dinossauros provocou varias radiacdes adaptativas que
permitiram um aumento de linhagens e espécies de mamiferos que foram colonizando os
diferentes meios ecoldgicos (BOND-BUCKUP et al., 2010), e durante 0 seu processo de
evolucéo e diversificagdo estimado no final do juréssico, aproximadamente 166 milhdes de
anos, a partir de um ancestral sinapsida, os mamiferos foram adquirindo distintas
transformacoes resultantes das diversas adaptagdes necessarias ao longo do tempo para que se
tornassem herbivoros (WILSON; REEDER, 2005).

2.2 HERBIVORIA EM MAMIFEROS
Como estratégia alimentar, a herbivoria é amplamente distribuida em outros grupos de
animais que incluem aves, peixes, anfibios e répteis (CAMPBELL, 1996). Dentro da classe

Mammalia, a herbivoria € 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, tilépodes e
hipop6tamos) (CAMPBELL, 1996).

A estratégia alimentar de herbivoria foi bem aproveitada porque algumas
transformacbes  morfologicas e fisiologicas foram necessérias, dentes fortes e musculos
mandibulares maiores que suportassem o atrito, um sistema digestivo capaz de realizar a
fermentacdo de alimentos contendo celulose (um polissacarideo composto por unidades de
glucose, hemicelulose, e lignina) e o desenvolvimento de pernas longas, reducdo e perda de
digitos incluindo uma postura do corpo que permitesse uma locomocao rapida (JANIS, 2007).

As transformacfes em mamiferos herbivoros permitiram o surgimento de dois grupos
de fermentadores: monogastricos ou pos-gastrico (ordens Perissodactyla, Artiodactyla,
Lagomorpha, Afrotheria, Rodentia, Metatheria e Primatas) e poligastricos (MACKIE, 2002;
TRAN, 2016). De forma breve, o processo de fermentacdo deste grupo € dividido em dois
tipos, ou seja, a fermentagdo do célon e a fermentacdo do ceco (HUME; WARNER, 1980).
Na fermentacdo do colon (elefantes, rinocerontes, equinos) o conteido da regido proximal do
colon se mistura de maneira livre como se trata de uma area maior de fermentacdo, e, em
contraste, os fermentadores do ceco, apresentam um ceco largo que retém os solutos e as
pequenas particulas (o porquinho-de-guine, capivara e javalis, sdo alguns exemplos de
fermentadores do ceco) (HUME; WARNER, 1980).

O outro grupo de mamiferos herbivoros é conhecido como fermentadores poligastricos
ou pre-gastricos (MACKIE, 2002; TRAN, 2016). Segundo MACKIE (2002) os mamiferos
herbivoros poligastricos podem ser classificados como pseudoruminantes aqueles que
apresentam dois pré-estbmagos rumen e reticulo (camelos, alpacas, vicunhas, guanacos,
Ihamas e hipop6tamos) e ruminantes verdadeiros os que apresentam trés pré-estdbmagos
ramen, reticulo e omaso (bovinos, caprinos, ovinos, girafideos, antilocaprideos, cervideos ),
ndo existindo uma distingdo clara entre a terceira cavidade (omaso) dos pseudo-ruminantes e a
quarta (abomaso) dos ruminantes verdadeiros (GURELLI; DAW, 2020).

2.3 ORIGEM E EVOLUCAO DOS RUMINANTES

Apesar de ser um dos grupos de mamiferos com o registro fossil mais conhecido no
Terciario, a origem evolutiva e biogeografica dos ruminantes no Eoceno permanece um
assunto de debate desde o passado (VRBA; SCHALLER, 2000). Existe, por exemplo, grande
controvérsia sobre 0 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 sdo admitidos por varios autores como ruminantes basais
(NORRIS, 2000; GEISLER; UHEN, 2005; PROTHERO, 2005; STUCKY, 2005; O'LEARY,
GATESY, 2008).

Nosso conhecimento sobre o surgimento e a radiacdo basal do grupo se deve
principalmente a um registro bastante completo das formas de selenodonte do Eoceno Médio
da América do Norte (METAIS; VISLOBOKOVA, 2007). No entanto, a descoberta de
Archaeomeryx na Mongélia (Eoceno Médio) chamou a atencdo para 0 continente asiatico
como um possivel berco do grupo, e desde entdo, vém aumentando o registro féssil conhecido
de ruminantes basais neste continente (WEBB; TAYLOR, 1980; METAIS et al., 2000, 2001,
2007). Para muitos, Archaeomeryx € o ruminante mais antigo, embora sua posicdo
filogenética dentro de "Tragulina™ ndo seja muito clara e outros o tenham proposto como mais
préximo de Pecora (VISLOBOKOVA, 1990).

Pela sua importancia na participacdo dos processos fisiologicos da maioria dos
herbivoros ruminantes, a dindmica evolutiva dos ciliados do ramen foi sugerida como
intimamente associada a radiacdo de seus hospedeiros (IMAI, 1998; MOON-VAN DER
STAAY et al., 2014; VDACNY, 2015). Por exemplo, a fermentagio pregastrica é encontrada
em quase todos os membros da ordem Artiodactyla, ou seja, na subordem Ruminantia, as
familias 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 mudancas climaticas e alteracdes na cobertura vegetal foram impulsionadores na
coevolucéo da relacdo simbiontes-hospedeiros entre ciliados e ruminantes.

Em geral, a evolugdo de Pecora foi marcado pelas adaptagcbes 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 (LOPEZ-CANTALAPIEDRA, 2012).

Figura 1. Hipdtese filogenética para os grupos de ruminantes propostos por HERNANDEZ
FERNANDEZ; VRBA (2005), utilizando a morfologia, etologia e informacdes
moleculares. As diferentes cores representam as seis familias incluidas na subordem
Ruminantia.
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Tragulidae
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Fonte: Adaptado de LOPEZ-CANTALAPIEDRA (2012)

2.4 MECANISMO DE RUMINACAO

Entre os mamiferos herbivoros, os ruminantes sdo considerados os mais bem
sucedidos, com ampla diversidade taxondmica e distribuicdo geografica (FERNANDEZ;
VRBA, 2005; JANIS, 2007; RODRIGUES, 2016). Os ruminantes estdo agrupados em uma
subordem de mamiferos Artiodactilos, conhecida por Ruminantia, a qual compreende
aproximadamente 200 espécies classificadas dentro de seis familias: Tragulidae,
Antilocapridae, Giraffidae, Bovidae, Cervidae e Moschidae (WILSON; REEDER, 2005;
FERNANDEZ; VRBA, 2005). Uma das caracteristicas que da nome ao grupo é o fato de
apresentarem o0 mecanismo de ruminacdo que pode ser definido como a regurgitacdo da
ingesta fibrosa do rimen a boca, remastigacdo e resalivacdo, seguida de uma degluticdo e
retorno do material para o ramen (WELCH, 1982) (Figura 2).

A ruminacdo 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 alimentacdo com leite, movimentos irregulares de mastigagdéo (MEMBRIVE, 2016).

Em geral, alguns ruminantes como bovinos, ovinos e caprinos comegam a ruminar
assim que comecam a consumir ragdes solidas desde a primeira semana de vida. Ao ingerir
alimentos, os ruminantes mastigam muito rudimentarmente e, este alimento pouco mastigado,
¢ transportada para o compartimento ruminoreticular. Neste compartimento, as racgdes
absorvem agua tornando-se turgescentes, aumentam a densidade, sdo misturadas ao conteido

ruminal pré-existente, sdo fragmentadas por movimentos desencadeados na cavidade
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ruminoreticular, e, séo, inicialmente, digeridas pelos microrganismos ali existentes (WELCH,
1982). Ap6s um determinado periodo, pequenas porcdes da racdo ingerida sdo redirecionadas
para a cavidade bucal passando pelo esdfago e faringe, e mastigadas uma segunda vez
(WELCH, 1982) (Figura 2). Este processo de ruminacdo, em alguns animais comeca de 30 a
70 min apos a ingestdo da rac¢do, por exemplo em bovinos, e 20 a 45 min em ovinos, podendo
consistir em quatro fases distintas: regurgitacdo, remastigacdo, resalivacdo e redegluticéo
(MEMBRIVE, 2016).

Figura 2. llustracdo do sistema digestivo de um ruminante adulto representando as partes do
trato gastrointestinal e o caminho percorrido pelo processo de ruminagdo. As setas
marcadas em vermelho representam a primeira degluticdo do alimento, as setas
representadas pela cor verde ilustram o caminho da regurgitacéo e as setas em azul, o
caminho percorrido pelo alimento apos a segunda degluticéo.

Omaso Esofago Primeira degluticdo

Intestino

Regurgitacao

/ Reticulo
Segunda degluti¢ao
WA (M
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 ruminagdo proporciona condi¢Oes para que a racdo ingerida seja
suficientemente reduzida para passar do reticulo ao omaso através do orificio reticulo-omasal.
Portanto, se a dieta for composta por racdes contendo alto teor de fibras, o processo de
ruminacéo torna-se fundamental para o ruminante porque, em sua auséncia, a racao nao seria
fragmentada o suficiente para chegar ao omaso, interrompendo seu transito através do

compartimento subsequente do tubo digestivo (MEMBRIVE, 2016). Por outro lado, a
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ruminacao permite uma aceleracdo da passagem da alimentagdo através dos pré-estbmagos;
caso contrario, a alimentacdo permaneceria 1a por muito mais tempo até ficar reduzida a
pequenas particulas de alimentacdo. Esta aceleracdo da passagem permite a ingestdo de mais
racdo em um determinado periodo de tempo e, como resultado, uma maior quantidade de
substratos ou nutrientes digeriveis fica disponivel para o animal obter a energia necessaria
(MEMBRIVE, 2016).

2.5 CARACTERIZACAO DO ECOSSISTEMA RUMINAL

O rdmen, também conhecido como a cémara fermentativa, constitui um
compartimento fundamental dos mamiferos herbivoros 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 esdfago e ao omaso, atraveés de uma abertura localizada nas
extremidades da ranhura reticular. O es6fago se abre dorsalmente para uma regido comum aos
compartimentos, rumen e reticulo. Posteriormente, o orificio reticular-omasal liga o reticulo
ao omaso. Este compartimento preenche a maior parte do antimero total esquerdo da cavidade
abdominal e, através do segmento caudal-ventral, atravessa o0 plano médio e atinge a metade
direita da cavidade abdominal (MEMBRIVE, 2016).

Figura 3.Representacdo esquematica do estbmago de mamiferos ruminantes, com a ilustracao
dos compartimentos: Rumen, Abomaso, Omaso e Reticulo.

Intestino

QU

Rumen Z
Y Omaso Reticulo
I e A
Abomaso

Fonte: https://www.infoescola.com/animais/ruminantes/ (Acessado em 13 de Agosto de
2021).
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Dentre as cAmaras estdbmacais dos ruminantes, o rimen, em especial, é colonizado por
uma diversidade de microrganismos procariotos (bactérias e archeas) e eucariotos
(protozoarios ciliados e fungos), considerada uma das mais diversas populacGes do
ecossistema microbiano da natureza (AGARWAL et al., 2015; COMTET-MARRE et al.,
2017), desempenhando fungfes essenciais para 0S seus hospedeiros. Parte desses
microrganismos sao especializados na degradacdo de polissacarideos vegetais e, portanto,
constituem uma comunidade essencial para o fornecimento de energia ao animal hospedeiro
(WHITE et al., 2014), ou seja, 0s ruminantes sdo capazes de digerir alimentos altamente
fibrosos com a ajuda da digestdo fermentativa realizada pelos microrganismos presentes no
ramen e no reticulo (AGARWAL et al., 2015).

O processo de digestdo ocorre pela influéncia de varios fatores nomeadamente, tempo
de retencdo das racdes no reticulo ruminal, mastigacao e mistura de saliva, taxa de fluxo de
digestdo para omaso e parte inferior do trato digestivo, acdo tamponante da saliva e remogéo
continua dos metabdlitos como acidos graxos volateis (VFA), amonia, didxido de carbono e
metano (WHITE et al., 2014). A maioria dos acidos graxos volateis e amdnia que sao
resultantes desse processo de digestdo sdo posteriormente absorvidos através das paredes dos
compartimentos pré-abomasais principalmente por difusdo, e os gases CO, (didxido de
carbono) e CH, (metano) sdo removidos durante a eructagédo (capacidade de eliminar os gases
produzidos durante a fermentagdo para 0 ambiente externo através do eso6fago, cavidades oral
e anal) (RODRIGUES, 2016; LOZANO et al., 2017).

O processo de eructacdo é vital para a manutencdo do pH no ambiente ruminal e
sobrevivéncia 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
(emissdo de até 60% de metano ao ambiente) (MALMUTHUGE; GUAN, 2017).

Tabela 1.Composicao do ecossistema microbiano do ramen.

Microrganismos  Numero de organismos/g Porcentagem da biomassa
do contetido ruminal microbiana
Bacteria 10°-10" 40-50
Protozoa 10* -10° 40-50
Archaea 107 -108 2-3
Fungos 10° -10° 3-4

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

Os microeucariotos unicelulares ciliados (Alveolata, Ciliophora) compdem um grupo
sdo amplamente diversificados morfologicamente e incluem mais de 8000 espécies descritas,
das quais por volta de 3000 espécies sdo simbiontes ou parasitas, sendo distribuidas em uma
ampla gama de hospedeiros de invertebrados e vertebrados. Entre os ciliados simbiéticos de
vertebrados, uma porc¢éo significativa é encontrada em simbiose com mamiferos herbivoros, e
sdo distribuidos principalmente em duas subclasses, Trichostomatia Butschli e Suctoria
Claperede & Lachmann (LYNN, 2008).

Na classificagdo de LYNN, 2008 a subclasse Trichostomatia & constituida por trés
ordens: Entodiniomorphida, Macropodiniida e Vestibuliferida, incluindo aproximadamente
1,000 espécies, 129 géneros e 21 familias (mais recentemente com nova familia 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 caracteristicas
que definem Ciliophora sdos: dimorfismo nuclear (presenca de um macronucleo e um ou mais
micronucleos), reproducdo sexuada por meio de conjugacdo e presenca de uma complexa
infraciliatura (LYNN; CORLISS, 1991).

Embora a classificacdo de LYNN (2008) tenha sido muito Gtil para subsequentes
classificacOes, sabe se que as analises moleculares sugerem a existéncia da bifurcacdo dos
ciliados em dois clados maiores: Subfilo Intramacronucleata e Subfilo Postciliodesmatphora
(Figura 4) (GAO et al., 2016).

Figura 4. Classificagdo 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 mamiferos placentarios, aves, répteis, peixes, anfibios e
insetos, com excecdo da espécie Balantioides coli, que é considerado o Unico ciliado que
apresenta uma relacdo de parasitismo em primatas (CORLISS, 1979; WRIGHT, 2015),
embora ocorra em outros organismos. No ambiente ruminal, os ciliados vestibuliferideos
estdo representados pelas familias Isotrichidae e Dasytrichidae (LI et al., 2022). Com
aproximadamente 15 espeécies, estas familias apresentam ampla distribuicdo em mamiferos
ruminantes, pseudoruminantes e no intestino de ndo-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 mamiferos das ordens Artiodactyla, Perissodactyla,
Afrotheria e Rodentia (OGIMOTO; IMAI, 1981; WILLIAMS; COLLEMAN, 1992, LYNN,
2008). Dentro da ordem Entodiniomorphida, a familia Ophryoscolecidae Stein, 1859 é
considerada a mais diversa, englobando espécies de protistas ciliados que ocorrem somente no
ramen de mamiferos herbivoros ruminantes e pseudoruminantes (OGIMOTO; IMAI, 1981;
WILLIAMS; COLLEMAN, 1992; WRIGHT, 2015).

Ophryoscolecidae, compreende  aproximadamente 225 espécies de  ciliados
trichostomatideos distribuidos ao longo das trés subfamilias: Entodiniinae Lubinsky, 1957,
Diplodiniinae Lubinsky, 1957, e Ophryoscolecinae Lubinsky, 1957 (CEDROLA et al., 2020).
Estas subfamilias sdo muitas vezes associadas com mamiferos herbivoros ruminantes e
participam em processos de digestdo de alimentos vegetais ingeridos pelos seus hospedeiros
(FIRKINS et al., 2020). Nesse sentido, questdes relativas ao metabolismo desses ciliados tém
sido intensamente estudadas (FIRKINS et al., 2020; NEWBOLD et al., 2015), enquanto
questdes relativas a sua sistematica ainda permanecem pouco compreendidas (CEDROLA et
al., 2020).

A terceira ordem, Macropodiniida, € composta apenas por ciliados presentes no
estbmago (ndo rumen) de marsupiais das familias Macropodidae (cangurus, wallabies e
wallaru) e Vombatidae (vombates) (LYNN, 2008; VDACNY, 2018).

2.7 CARACTERIZACAO DAS SUBFAMILIAS DE OPHRYOSCOLECIDAE

A familia Ophryoscolecidae (Ciliophora, Entodiniomorphida) é formada por um grupo
diverso de ciliados monofilético e simbiontes de mamiferos herbivoros, 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 influéncia do funcionamento
ruminal da maioria dos seus hospedeiros (FIRKINS et al., 2020). Até agora, a familia inclui
aproximadamente 225 espécies, distribuidas em trés subfamilias (Entodininae, Diplodiniinae e
Ophryoscolecinae) e dezesseis géneros (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
posicdo dos nucleos, forma das placas esqueléticas, ciliatura e infraciliatura (WILLIAMS;
COLEMAN, 1992). Asseguir ilustramos de forma geral e resumida a morfologia das trés

subfamilias mencionadas acima.

2.7.1 SUBFAMILIA ENTODININAE

E composta somente pelo género Entodinium e é caracterizada por apresentar uma
Unica zona de ciliatura, zona de ciliatura adoral e, um unico vactolo contratil (Figura 5)
(LUBINSKY, 1957c). O género 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, posi¢do do vacuolo contratil, além da presenca 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 género tem acrescentado informacdes relevantes nos
estudos morfoldgicos e taxonémicos das espécies deste grupo. O género Entodinium é o mais
diverso entre os ciliados endossimbiontes de mamiferos herbivoros.

Figura 5. llustracdo da morfologia geral de protozoarios da subfamilia Entodiniinae.
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2.7.2 SUBFAMILIA 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 vacuolos
contrateis estdo presentes e o micronucleo situa-se entre o macrondcleo e a membrana
corporal (OGIMOTO; IMAI, 1981). As placas esqueléticas podem estar presentes ou n&o.
Esta subfamilia inclui grande parte dos géneros de ciliados que sdo comumente descritos no
ambiente ruminal (Diplodinium, Eodinium, Eremoplastron, Eudiplodinium, Diploplastron,

Metadinium, Polyplastron, Elytroplastron, Enoploplastron e Ostracodinium (LUBINSKY,
1957¢).

Figura 6. llustracdo da morfologia geral de protozoarios da subfamilia Diploniinae.
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2.7.3 SUBFAMILIA OPHRYOSCOLECINAE
E composta pelos géneros Epidinium e Ophryoscolex e, como acontece com
subfamilia Diploniinae, a subfmilia Ophryoscolecinae também apresenta duas zonas de

ciliatura, porém em planos transversais diferentes. Todos os ciliados desta subfamilia
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apresentam placas esqueléticas, dois ou mais vacuolos contrateis e o micronucleo situa-se
entre o macronucleo e a membrana corporal (Figura 7) (LUBINSKY, 1957c¢).

Os membros do género Epidinium sdo caracterizados por um corpo cilindrico e
relativamente longo, com 109 x 46 um de comprimento, € uma zona ciliar dorsal deslocada
posteriormente da zona oral. As espécies do género Epidinium possuem trés placas
esqueléticas descritas como dorsal, mediana e ventral. Embora estas placas sejam
caracteristicas do género, elas nem sempre sao faceis de observar e a maneira mais simples de
identificar o género é pela sua forma do corpo. Embora o género tenha sido descrito pela
primeira vez por FIORENTINI (1889), ele foi classificado como Diplodinium e Ophryoscolex
antes de CRAWLEY (1923) estabelecer o género Epidinium
Figura 7- llustracdo da morfologia geral de protozoarios da subfamilia Ophryoscolecinae.
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Fonte: Adaptado de DEHORITY (1993)

Ainda dentro da subfamilia Ophryoscolecinae, encontramos ciliados do género
Ophryoscolex descrito pela primeira vez por STEIN (1858).0s organismos deste género sdo
0s mais complexos vistos estruturalmente e distintos dos protozoarios do grupo
entodiniomorfo encontrados no ramen de mamiferos. S&o geralmente caracterizados por uma
formidavel variedade de espinhos caudais. A zona dorsal dos cilios é deslocada

posteriormente cerca de um tergo do comprimento do corpo e forma uma cintura em torno de
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trés quartos da circunferéncia do corpo, que é aproximadamente circular em se¢do transversal.
Existem trés placas esqueléticas compridas abaixo da superficie 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, séo
capazes de fazerem a ingestdo de particulas/fibras maiores; Diplodiniinae sdo capazes de
ingerirem fibras contendo fragmentos de tamanho intermediario, e 0s representantes da
subfamilia Entodiniinae ingerem fibras menores incluindo bactérias (ROSSI et al., 2015).

Outra caracteristica marcante na familia Ophryoscolecidae € a presenca da
infraciliatura e de acordo com o tipo, existem 12 padrdes de infraciliatura oral descritas para
familia 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-TIMOTHEE, 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 subfamilia

Ophryoscolecidae pode refletir genuinamente divergéncia evolutiva para o grupo.

2.8 INTERACAO DOS CILIADOS COM OUTROS MICRORGANISMOS DO RUMEN

O rumen, como dizemos anteriormente, apresenta caracteristicas que mantém as
populagdes microbianas (KOZLOSKI, 2011, WLODARSK et al., 2017). Por outro lado,
DEHORITY (2004) descreve que as interagcbes entre as populacfes de microrganismos
ruminais podem ser de trés tipos: parasitismo, onde um microrganismo é favorecido perante
algum dano causado a outro; mutualismo, quando os dois sao beneficiados, e, comensalismo,
qguando somente um microrganismo se beneficia e o0 outro ndo sofre efeitos (WLODARSK et
al., 2017).

No entanto, um comportamento peculiar dos protozoarios ciliados do ramen pode ser
constatado (predagdo), diminuindo a biomassa bacteriana encontrada na forma livre no
ambiente (HSU et al., 1991; WLODARSK et al., 2017), e a0 mesmo tempo, interfere no
numero e totalidade das bactérias ruminais (WLODARSK et al., 2017). Além disso, 0s
protozoarios ciliados de menor tamanho no rdmen, principalmente os do género Entodinium,
sdo predados por espécies de maior tamanho, por exemplo, Diplodinium, Polyplastrom,
Ostracodinium (FRANZOLIN; DERORITY, 1999). Devido a essa caracteristica predatoria
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dos ciliados do rumen, alguns autores (DEHORITY; ORPIN, 1997; WLODARSK et al.,
2017) indicam que esta poderia ser a causa da grande diversidade morfoldgica para espécies
que ocupam o ambiente ruminal.

Na interacdo entre o0s microrganismos do ramen, alguns sdo extremamente
dependentes de outros, principalmente em relacdo ao suprimento de nutrientes, como também
agem de forma antagonista entre si liberando componentes antimicrobianos (WRIGHT et al.,
2004; KAMRA, 2005). As interacdes e interelacdes entre as populacbes 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. llustracdo sobre a interacdo de protozéarios do rimen com outros microrganismos
(primeira figura) e fotomicrografias evidenciando o comportamento de predacdo em
protozoérios ciliados (segunda figura). Legenda: P1 (predador) e P2 (presa).P1-
predador; P2-presa

Fungo

Archaebactérias

Protozoario

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

A importancia dos ciliados do ramen vai além da criacdo de equilibrio microbiano,
porgue a defaunagdo como processo de remocao de protozoarios usando uma larga variedade
de técnicas quimicas e fisicas, revela alteraces nos parametros do rimen e no desempenho ou
produtividade do animal (Figura 9). Entre os parametros ruminais afetados pela remocao dos
protozoarios, destacamos: diminuigdo da digestibilidade ruminal, diminui¢do das quantidades
de amonia ruminal, diminuicdo da quantidade dos acidos graxos volateis do ramen, entre

outros (NEWBOLD et al., 2015). E em relacdo 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 defaunacdo nas fungdes ruminais e desempenho animal. Legenda: OM-
Maéria organica; NDF- Fibras detergentes neutras; ADF- Fibras detergente
acidificadas; DM- Matéria seca; CP- Proteina bruta.
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Fonte: NEWBOLD et al. (2015)

2.9 IMPORTANCIA DA TAXONOMIA NOS ESTUDOS DE CILIADOS DO RUMEN

Os estudos taxondmicos sdo necessarios para o0 conhecimento da biodiversidade
existente, sobretudo, com a perda continua das espécies conhecidas e ndo conhecidas. Estima-
se que nos ultimos meio billhdo de anos, a perda das espécies desde 0s microrganismos aos
macrorganismos, seja entre 1000 e 10 000 vezes mais rapida (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 milhGes de espécies
(WILSON, 2003, THALER, 2021). Apesar das estimativas, apenas 2 milhGes foram
cientificamente identificadas e descritas (CHERIAN, 2004), dai a necessidade e importancia
dos estudos taxonémicos de macro e microrganismos.

Estes estudos taxondmicos facilitam o reconhecimento e a descri¢cdo das espécies, e

propdem as relagdes 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 classicos
usos da taxonomia envolve estudos baseados nos conhecimentos morfoldgicos, etolégicos e
ecologicos. Nas ultimas decadas, as analises filogenéticas baseadas em pesquisas com
conhecimentos de dados moleculares em Ciliophora, tém contribuido bastente para o
aprefeicoamento dos estudos taxondmicos e sobre sistematica 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 METODOS PARA ESTUDOS TAXONOMICOS DE PROTISTAS CILIADOS

Desde a sua descoberta em 1843 por Gruby e Delafond, os protozoarios ciliados do
rimen de mamiferos herbivoros tém sido estudados ao redor do mundo (ITO et al.,1995;
SANTRA et al., 1998; GOCMEN et al., 2002; MERMER et al., 2003; GOCMEN;
KARAOGLU, 2005; CARVALHO et al., 2011; GURELLI et al., 2016; EBRAHIMI et al.,
2018). Porém, os protistas do ramen constituem um grupo morfologicamente diverso, e por
isso, poucos sdo 0s métodos capazes de revelar todos os detalhes para uma descri¢do
adequada e completa para todos os grupos de ciliados (FOISSNER, 2014). A descricdo de
protistas ciliados do rimen requer, no minimo, uma colora¢do com solucéo a base de iodo e
impregnacdo pelo carbonato de prata. No entanto, observagbes in vivo, coloragdes com
solucéo de verde brilhante, coloracdo de protargol, e a utilizacdo da microscopia eletrénica de
varredura proporcionam uma ampla gama de caracteres morfoldgicos essenciais nas
descricdes taxondémicas dos ciliados (NOIROT-TIMOTHEE, 1960; IMAI; OGIMOTO, 1978;
OGIMOTO; IMAI 1981; D’AGOSTO; SANTA-ROSA, 1994; D’AGOSTO; CARNEIRO,
1999; ITO; IMALI, 2006).

As observacbes in vivo sdo essenciais nos estudos taxdnomicos pelo fato de
permitirem a descricdo de informacBGes que ndo sdo possiveis identificar em preparacoes
fixadas, porérm, devido as dificuldades para manter os microrganismos com vida durante
muito tempo em laboratorio, sdo raras as observagdes de ciliados in vivo (SHARP, 1914;
KOFOID; MACLENNAN, 1933; NOIROT-TIMOTHEE, 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 continua ou ramen artificial (OGIMOTO; IMAI,1981), que séo
caracterizados por serem dois sistemas despendiosos.

Como uma alternativa para observacdes de ciliados do rimen in vivo,as amostras do
conteddo ruminal podem ser conservadas em recipientes térmicos permitindo a sobrevivéncia

de microrganismos em especial Ophryoscolecidae e Isotrichidae em um periodo de
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aproximadamente 12h, tempo suficiente para um estudo taxonomico (CEDROLA et al.,
2015). As observagfes in vivo permitem analisar as seguintes caracteristicas: o aspecto das
zonas ciliares, forma e coloragédo do corpo, morfologia do vestibulo, presenca ou auséncia de
vacuolos contrateis, nimero e posicdo de vacuolos contrateis, forma e posicdo do aparato
nuclear, citoproto, e do comportamento dos organismos (Tabela 2) (CEDROLA et al., 2015).

As técnicas de preparagdo semipermanentes, a base de iodo e de verde brilhantes, s&o
mais comuns nos estudos e revelam importantes tragos taxondmicos usados para identificacao
de géneros 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 preparagédo
semipermanente a base de iodo é uma técnica mais adequada para visualizacdo das placas
esqueléticas por estas terem afinidade com polissacarideos. A técnica, preparacdo a base de
iodo, é caracterizada por ser pratica, rapida e de facil reproducéo para estudos de ciliados de
mamiferos herbivoros (D’AGOSTO; CARNEIRO, 1999). Para visualizagdo de aparatos
nucleares dos ciliados, as prepara¢6es com verde brilhante sdo as mais adequadas, sendo as
técnicas mais frequentes utilizadas no estudo de ciliados do rumen (CLARKE, 1964,
OGIMOTO; IMAI, 1981; DEHORITY, 1984; CEDROLA, et al., 2015).

Por outro lado, as técnicas que utilizam preparacGes semipermanentes possibilidam a
visualizacdo com detalhes dos caracteres taxondémicos (D'AGOSTO; SANTA-ROSA, 1994;
ITO; IMAI, 1998). A técnica de impregnacao pelo carbonato de prata descrita pela primeira
vez por FERNANDEZ-GALIANO (1976) é rotineiramente usada em estudos taxondmicos de
ciliados do rumen por destacar de forma adequada a infraciliatura oral e somética, bem como,
0s apartos nucleares de muitos grupos de ciliados, em especial, Ophryoscolecidae (Tabela 2)
(MISHIMA et al., 2009).

Os microscépios eletronico de varredura e o microscépio de transmissdo sdo
ferramentas frequentemente utilizadas nos estudos taxonémicos de ciliados do rumen
(GURELLI, 2017). Estas ferramentas, sio capazes de mostrar detalhes morfologicos tais
como: a ornamentacao da superficie externa e os arranjos dos kinetosomas que se formam na
regido oral da infraciliatura somética, estriagdes membranosas, poros de vacuolos contratéis,
detalhes da ciliatura oral e somaética e detalhes morfologicos de lobos ou espinhas na regido
posterior do corpo (Tabela 2) (NOIROT-TIMOTHEE, 1960); IMAI; OGIMOTO, 1978;
IMAI; TASHIRO, 1982; IMAI, 1988; IMAI et al., 1992; FOISSNER, 2014; CEDROLA,
2015).



43

Figura 10. Alguns carateres morfoldgicos para identificacdo de géneros de ciliados de
mamiferos herbivoros. A) Formato corporal; B) Localizacdo das zonas ciliares; C)
Vacuolo de concrecacdo; D) Opérculo; E) Placas esquelética; F) Formato das placas
esqueléticas; G) Formas dos macrontcleos; H) Localiza¢do dos microntcleos.
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Tabela 2. Principais estruturas ciliares reveladas por métodos morfolégicos. MEV-
Microscopio electrénico de varredura, MFS- methyl green formalin-saline , ++
excelente, + Bom, +/- efetivo as vezes, - ndo revelado.

Observagdo Solucdo  Solucéo Protargol Carbonato MEV

Estruturas reveladas em vivo de Lugol MFS de prata

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

Zonas ciliares ++ +/- +/- + - +
Citoproto + ++ + + + +
Coloracéo corporal + - - - - -

Ornamentacgéo na +/- +/- +/- +/- +/- +
superficie corporal

Forma do corpo ++ + + + +

Bandas infraciliares - - - +/- ++

Placas esqueléticas + ++ +/- +/- +/-

Lobos caudais ou ++ ++ ++ ++ ++ ++

espinhas

Vacuolos contréteis ++ + +/- +/- +/-

Forma do vestibulo ++ + + +/- +/-

Fonte: Adaptado de CEDROLA et al. (2015)

Os dados moleculares e filogenéticos, tém sido usados em estudos de protistas ciliados
de mamiferos herbivoros ajudando no esclarecimento da histéria evolutiva e nas relagdes
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), gPCR (real-time polymerase chain) (SYLVESTER et al.,, 2004;
SKILLMAN et al., 2006; BELANCHE et al., 2010; KITTELMANN; JANSSEN, 2011) e 0
sequenciamento de nova geracdo (NGS) (KITTELMANN et al., 2013; ISHAQ; WRIGHT,
2014), tém revelado serem Uteis em estudos com ciliados do rimen que colonizam diferentes
mamiferos herbivoros. O uso dessas ferramentas tem se mostrado importante no estudo da
diversidade microbiana do ramen, permitindo resultados promissores na identificag&o,
descricdo ou redescricdo de géneros e espécies que nao eram observados anteriormente com o

uso de técnicas tradicionais.
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3 CAPITULO 1

CILIADOS DO RUMEM (ALVEOLATA, CILIOPHORA) ASSOCIADOS COM
CAPRINOS: CHECKLIST, DISTRIBUICAO GEOGRAFICA, ESPECIFICIDADE DO
HOSPEDEIRO, FILOGENIA E DATACAO MOLECULAR

3.1 RESUMO

Embora seja representativa a diversidade (~35 espécies) e a distribuicdo mundial de
caprinos (Ruminantia, Bovidae, Caprinae) ao redor do mundo, os estudos sobre diversidade
de ciliados simbiontes nestes mamiferos sdo escassos quando comparados com outros
ruminantes. O presente trabalho realizou uma reviséo e checklist de espécies com base em
estudos taxonémicos, morfolégicos e ecoldgicos de protozoarios ciliados do rumen de
caprinos, apresenta distribuicdo geografica e hospedeiros, bem como estima as relacdes
macroevolutivas das espécies observadas nos estudos. Para tal, revisamos a literatura
disponivel nas bases de dados, os desenhos esquematicos foram realizados com base em
informacBes presentes na descri¢do original dos taxons e as relacdes filogenéticas inferidas
com base em anélises de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana. De acordo com a
revisdo, 72 espécies e 14 géneros de ciliados ja foram registrados associados a caprinos. Em
analise sobre associacdo entre géneros de ciliados e hospedeiros caprinos, ficou demostrado
que os ciliados estdo mais associados com caprinos domésticos (Capra hircus-14 géneros),
em comparacdo com selvagens (Rupicapra rupicapra - seis géneros, Capra ibex -um género e
Capra pyrenaica -um género). Treze paises foram identificados no mapa de distribuicdo como
locais onde ja foram observadas espécies de ciliados associadas com caprinos. A rede de
interacdo ciliados e seus hospedeiros evidenciou que as espécies de ciliados associadas com
caprinos ocorrem em outras espécies de mamiferos herbivoros. As hipoteses filogenéticas
recuperadas demonstram que as especies de ciliados em caprinos formam um grupo
merofilético com idades maxima e minima de cerca de ~8.2Ma e ~2.4Ma. Constatou-se
igualmente que, grande parte dos estudos sobre diversidade de ciliados em caprinos nédo
utiliza todas as técnicas necessarias e de forma integrativa, mas que isso é fundamental para

descricdes detalhadas e melhor conhecimento desta parcela da biodiversidade.

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

O ecossistema microbiano do trato digestivo de mamiferos herbivoros € um ambiente
complexo formado por comunidades de bactérias, virus, arquéias metanogénicas, fungos e
protozoarios ciliados (GURELLI; DAW, 2020). Os protozoarios ciliados estabelecem
relacbes simbidticas com os hospedeiros de modo a obter condi¢Bes adequadas para o seu
ciclo de vida (WRIGHT et al., 2011). Essas relacOes permitem a ocorréncia de processos
fermentativos por meio de atividades fisicas e microbioldgicas, o que facilita a transformacéo
de componentes provenientes da dieta, em produtos Uteis (acidos graxos volateis - AGVSs,
proteina microbiana, vitaminas, etc) para o hospedeiro (ZEINELDIN et al., 2018).
Similarmente, os hospedeiros mantém a populagdo microbiana no rimen ao ingerir e triturar
os alimentos com regularidade e criam condi¢cfes apropriadas para o crescimento microbiano,
como pH 6timo, anaerobiose, temperatura e umidade adequadas (LOZANO et al., 2017).

Os protozoérios ciliados do rumen podem contribuir com cerca de 50% da biomassa
viavel no ambiente ruminal, possuem tamanho de 20-200 um (CHOUDHURY et al., 2012;
NEWBOLD et al., 2015; FRANCISCO et al., 2019), sdo unicelulares, anaerdbicos, e ainda,
ndo patogénicos ao hospedeiro (OGIMOTO; IMAI, 1981; WLODARSKI et al., 2017). Estes
protozoéarios ciliados sdo classificados na subclasse Trichostomatia Butschli 1889, nas
subordens Vestibuliferida Puytorac et al. 1974 e Endodiniomorphida Reichenow in Doflein e
Reichenow 1929 (LYNN, 2008).

Vestibuliferida € representada em grande parte, por endossimbiontes de varios
vertebrados, como mamiferos placentarios herbivoros, anfibios, répteis, aves, exceto pela
espécie Balantioides coli Malmstein 1857 (CORLISS, 1979), que é o Unico parasito da
subclasse ocorrendo em humanos (WILLIAMS; COLEMAN, 1992; LYNN, 2008). A familia
Isotrichidae € representada pelos ciliados vestibuliferideos no ambiente ruminal, tendo sido
registrada em pseudoruminantes, ruminantes verdadeiros e no trato digestivo de nao-
ruminantes (WRIGHT, 2015). A ordem Entodiniomorphida (~700 espécies) é diversamente
encontrada no trato gastrointestinal de diversos hospedeiros mamiferos das ordens
Artiodactyla, Perissodactyla, Afrotheria e Rodentia (OGIMOTO; IMAI, 1981; WILLIAMS;
COLLEMAN, 1992; LYNN, 2008). A familia Ophryoscolecidae é a mais diversa dentro da
ordem Entodiniomorphida, e inclui espécies de protozoarios ciliados que ocorrem
essencialmente em mamiferos herbivoros ruminantes verdadeiros e pseudoruminantes
(OGIMOTO; IMAL, 1981; WRIGHT, 2015).

Dentre os grupos de mamiferos ruminantes que abrigam ciliados endossimbiontes do

trato gastrico, os caprinos s@o 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
mamiferos herbivoros tém sido conduzidas, na sua maior parte, em hospedeiros como
bovinos, ovinos, camelos, budfalos, llamas, girafas, elefantes, como mostra o trabalho de
CEDROLA et al. (2020), que faz uma revisao bibliografica de pesquisas com protozoarios
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 taxonémicos que envolvem protozoarios
ciliados associados a este grupo de mamiferos ruminantes, dificuldando dessa forma, o
conhecimeno da sua ciliatura e outros carateres importantes. Por isso, 0 objetivo deste
trabalho foi de elaborar um inventario de espécies que ocorrem no ramen de caprinos além de

inferir as relagBes macroevolutivas das mesmas espécies.

3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 REVISAO DA LITERATURA: BASE DE DADOS

De modo a obtermos informacdes sobre registros de espécies e distribuicdo geografica
de ciliados associados com hospedeiros caprinos, revisamos a literatura disponivel 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; CAMPQOS, 1992; ITO et al.,
1995; GURUNG et al., 2002; GOCMEN; ATATUR, 2002; GOCMEN et al., 2002; MERMER
et al., 2003; RASTGELD; GOCMEN, 2003; TALAR et al., 2004; GOCMEN; RASTGELDI,
2004; GOCMEN; KARAOGLU, 2005; GOCMEN et al., 2005; DE LA FUENTE et al., 2006;
GOCMEN; SEZGIN, 2006; MERMER et al., 2006; DE LA FUENTE et al., 2009; BARAKA,
2012; GURELLI, 2014; GURELLI et al., 2016; MOHAMED, 2017). A busca foi realizada
usando todas as decadas disponiveis desde 1843 a 2020 nas diferentes bases de dados, bem
como a combinagdo 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 inventario foi organizado em formato de tabela (Tabela 1), constituida em

subclasse, ordem, familia, espécie e o0s paises onde as espécies foram registradas.
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3.3.2 DESENHOS ESQUEMATICOS

Os desenhos esquemaéticos das espécies mais frequentes de protozoarios ciliados
registradas em caprinos foram feitos com base em informac6es presentes na descri¢éo original
dos taxons (CHRISTL, 1958; FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; GOCMEN;
RASTGELDI, 2004; GOCMEN et al., 2005). Todos os esquemas encontram-se orientados
com a superficie anterior para o topo da pagina.

3.3.3 MAPA DE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Para compreender a distribuicdo geografica das espécies associadas com caprinos foi
elaborado um mapa de distribuicdo geografica, contendo o numero de espécies e as
respectivas localidades. Os dados quantitativos foram tabulados no Excel indicando o pais e a
guantidade de espécies. A planilha foi inserida no programa ArcgisPro 2.1 e 0s nimeros

foram inseridos nos limites politicos de cada pais correspondente.

3.3.4 CILIADOS E SEUS HOSPEDEIROS

Com objetivo de compreender a relacdo entre as espécies hospedeiras e 0s géneros dos
protozoarios ciliados foi esquematizado um diagrama circular por meio do programa online
http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/. Os dados foram tabulados no Excel indicando o0s
hospedeiros (Capra ibex, Capra pyrenaica, Rupicapra rupicapra e Capra hircus) e a
quantidade de géneros associados.

A especificidade entre as espécies de ciliados e seus hospedeiros foi investigada
usando uma rede de interagdes ciliados-hospedeiros. As espécies de ciliados utilizadas na rede
foram incluidas por serem as que ocorrem em caprinos e em outros hospedeiros. Para tal, 0s
dados de presenca/auséncia obtidos, foram tabulados no Excel e a rede de interacdo foi
plotada no Software Rstudio através do pacote bipartite versdo 2.15. A lista de hospedeiros
utilizada foi obtida por meio de referéncias (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; CERON
CUCCHI et al., 2016; CEDROLA et al., 2016; KIMURA et al., 2017; CEDROLA et al.,
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2017; GURELLI, 2017; GURELLI, 2018; CEDROLA et al., 2018) publicadas em distintas
plataformas de bases de dados (CrossRef, Google Scholar e PubMed) usando como palavras-
chave os nomes cientificos das espécies de ciliados e os respectivos nomes vulgares

(populares) dos hospedeiros.

3.3.5 ANALISES FILOGENETICA

Um dataset de 18S-rDNA de ciliados representando a subclasse Trichostomatia foi
montado usando o banco de dados GenBank (Setembro de 2020). Uma sequéncia
representante da subclasse Haptoria (Spathidium papilliferum) foi escolhida como grupo
externo.

Como critérios de curadoria do banco de dados, somente foram selecionadas
sequéncias maiores de 1.300 bp e de organismos identificados a nivel especifico. 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 sitios pobremente
alinhados foram removidos usando o software online Gblocks v. 0.91b (CASTRESANA,
2000), permitindo a obtencdo de uma matriz de 1.549 pares de base. Esta matriz curada foi
usada para inferéncia filogenética de Méxima Verossimilhangca (MV) por meio de software
RAXML v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014). O modelo de substituicdo de nucleotideos GTR + G
+ | 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 convergéncia de bootstrap no software RAXML
v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014), com 550 pseudoreéplicas.

A anélise de Inferéncia Bayesiana (IB) foi realizada usando o programa MrBayes in
XSEDE v.3.2.6 (RONQUIST et al., 2012) apds um milhdo de geracdes em duas simulacdes
simultaneas e independentes de Markov Chain Monte Carlo com trés cadeias quentes e uma
fria. Todas as arvores restantes depois do burn-in de 25% foram utilizadas para o célculo das

probabilidades posteriores por meio da regra de maior consenso.

3.3.6 DATACAO MOLECULAR

Para estimar o tempo de divergéncia das espécies de protozoarios ciliados associadas a
caprinos, usamos a funcdo RelTime (TAMURA et al., 2012) implementado no programa
MEGAX v.10.0.5 (KUMAR et al., 2018). Com a auséncia de registros fosseis para a
subclasse Trichostomatia, a estimativa do tempo de divergéncia foi realizada utilizando

calibracdo secundéaria a partir do tempo estimado para subclasse Trichostomatia, segundo
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COSTA et al. (2021). A calibracdo foi feita na raiz de Trichostomatia usando a topologia de
Maxima Verosimilhanga, utilizando respectivamente como idades minima e méxima, 3.8Ma e
23.8Ma.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 BREVE HISTORICO SOBRE CILIADOS ASSOCIADAS COM CAPRINOS

Os primeiros relatos de ciliados vivendo no trato digestivo de mamiferos herbivoros
foram realizados por GRUBY; DELAFOND (1843), que na época, 0s chamaram de
“animaculos”. Apesar das observagdes, os autores ndo descreveram e tampouco desenharam
as espécies. Assim, os primeiros relatos contendo desenhos esquematicos com ciliados do
rimen, s6 apareceram anos mais tarde, sendo atribuidos a COLIN (1854) as primeiras
ilustracGes de tricostomatideos em observagdes vivas com amostras de mamiferos domésticos.
Formalmente, F. STEIN (1858) foi o autor que trouxe publicacdo, taxondmica sobre ciliados
tricostomatideos, descrevendo espécies dos géneros Isotricha, Entodinium, Ophryoscolex e da
familia Ophryoscolecidae, em ruminantes. Ap0s essas primeiras constatacdes, 0s estudos com
ciliados do ramen foram ocupando um espaco consideravel com relatos de descri¢cdes ou
redescri¢cdes taxonémicas, morfoldgicas, ecoldgicas e filogenéticas em diferentes hospedeiros
e espacos geograficos (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; GURELLI, 2019).

No que diz respeito aos ciliados em caprinos, uma das primeiras analises foi registrada
em 1934 com estudos morfoldgicos e quantitativos realizados por Wertheim em caprinos
selvagens. Nesta ocasido, 0 autor quantificou e observou em trés ruminantes (Rupicapra
rupicapra) quatro géneros 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 carater distintivo do O. caudatus rupicaprae, consiste no formato dos espinhos
caudais, 0s quais em sua superficie dorsal, possuem o formato simples e ndo bifurcado como €
habitual nas espécies do género (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 fixacdo das amostras e iodo para coloracdo dos organismos, observou 18 espécies
de ciliados distribuidas em quatro géneros (Entodinium, Anoplodinium, Eudiplodinium e
Ophryoscolex), das quais trés 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, 0s
ciliados Entodinium caudatum f. loboso-spinosum Dogiel, 1925 e Entodinium simulans
Lubinsky, 1957,

Nas trés décadas seguintes (1960, 1970 e 1980) as técnicas ciliatoldgicas foram
aprimoradas e a utilizacdo de cadmaras 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 observac@es de tragos morfoldgicos
(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 ja era possivel contabilizar 24 espécies de ciliados trichostomatideos
associados a estes hospedeiros.

Na década de 1990, os estudos com estes hospedeiros foram caracterizados, em sua
maioria, por abordagens taxonémicas. As técnicas como impregnacdo 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 rimen; o uso de solugdes de
Lugol e “methyl green-formalin-saline” (MFS) para coloragdo das placas esqueléticas e
aparatos nucleares, respectivamente; camaras de Mac Master, de Fuchs-Rosenthal para
contagem e estimativa da densidade de células, permitiram a realizacdo de algumas descri¢oes
morfoldgicas 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 hipotese sobre as relagdes filogenéticas que seriam estabelecidas entre as nove espécies
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do género Ophryoscolex, descritas até entdo. Para os autores, as configuracdes caudais
poderiam representar o estagio evolutivo em que as espécies se encontravam. Assim, espécies
com maior nimero e maior complexidade em seus processos caudais eram consideradas as
mais derivadas. No entanto, essa ideia ndo tem sido corroborada em reconstrucées
filogenéticas recentes (ROSSI et al., 2015, CEDROLA et al., 2017).

Figura 1. Desenhos esquematicos das espécies de ciliados do rimen descritas em caprinos
(CHRISTL, 1958; FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; GOCMEN;
RASTGELDI, 2004; GOCMEN 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.
Abreviacbes: ACZ, zona adoral de ciliatura; CV, vacuolo contratil; EC, espinha
caudal; Ma, macrondcleo; Mi, micronucleo;Ve, vestibulo; PE, placa esquelética.
Escala de barras:10um.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Ainda nesta década (1990), alguns estudos tiveram seus objetivos focados para
melhoria da digestibilidade microbiana no rimen 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 0s ovinos, o que pode explicar possivelmente a existéncia de maior nimero
de protozoarios ciliados por amostra nestes ruminantes.

No intervalo dos anos 2000 a 2010, estudos zootécnicos ganharam destaque em
hospedeiros caprinos (NETO et al., 2005; ARGOLO, 2007). Estes estudos tinham como
principal enfoque as pontencialidades destes mamiferos e o incremento da produtividade, com
objetivos de avaliar os diferentes efeitos da acidose lactica ruminal, estudar as caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas do fluido ruminal, inclusive nos pardmetros ruminais que
influenciam no bem-estar deste grupo de ruminantes. Além deste tipo de estudos, essa época €
também marcada pela caracterizacdo taxondmica de ciliados endossimbiontes associados aos
hospedeiros que revisamos neste trabalho, na Turquia (GOCMEN; ATATUR, 2002;
GOCMEN et al., 2002; RASTGELDI; GOCMEN, 2003; MERMER et al., 2003; GOCMEN;
RASTGELDI, 2004; GOCMEN et al., 2005; GOCMEN; SAZGIN, 2006), com observacdes
de 15 géneros; na Espanha (DE LA FUENTE et al., 2009), com nove géneros; Nepal
(GURUNG et al., 2002), com oito géneros; no Ird (TALAR et al., 2004), com cinco géneros,
e, na Islandia (DE LA FUENTE et al., 2006), com guatro géneros.

Com o passar do tempo, as abordagens nos estudos de protozoarios ciliados associados
com hospedeiros caprinos foram mudando e novas técnicas passaram a ser empregadas. Nos
ultimos dez anos, o uso de técnicas integrativas, que permitem descrever aspectos
morfoldgicos e moleculares tém sido amplamente utilizadas. BARAKA (2012) e METZLER-
ZEBELI et al.(2013), usando camaras de Burker, Neubauer, Sedgwick-Rafter com
modificacdes de D AGOSTO; CARNEIRO (1999), formalina 18,5%, MFS e Lugol,
observaram 19 espécies classificadas em sete géneros; por sua vez, GURELLI (2014) e
GURELLI et al. (2016) observaram 31 espécies pertencentes a 15 géneros. Digestibilidade,
fermentacdo ruminal e a substituicdo de dietas em uso nos caprinos sdo também alguns
exemplos de estudos frequentes neste periodo em referéncia (CARVALHO et al., 2011;
RUFINO et al., 2011; ABUBAKR, 2013; AZIZ et al., 2018). Estes autores demostram que a
abundancia e composicao dos ciliados dependem de diferentes fatores, tais como: satde dos
animais, tipo de hospedeiro, localizacdo geogréafica e dietas consumidas.

Além das técnicas que permitem as descricdes morfoldgicas, o aprimoramento de
técnicas moleculares € um dos marcos importantes no estudo da microbiota em caprinos neste
periodo, sobretudo, o uso de diversas dmicas na analise 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 metagenémica para
identificar e caraterizar o perfil da ciliatofauna, identificar os fatores que influenciam a
qualidade do ramen, além de analisar as categorias funcionais de genes na degradacédo de
diferentes dietas. Outras 6micas (metabdlomica, transcriptdmica e protedmica) tém sido
igualmente usadas nos estudos com caprinos para diferentes finalidades que incluem:
investigacdo sobre a influéncia das dietas sobre a microbiota, verificacdo dos efeitos de
restricdo alimentar sobre a microbiota e avaliacdo das mudancas na expressao 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 identificacdo,
descricdo ou redescricdo de géneros e espécies que ndo foram previamente observados com o
uso de técnicas tradicionais (HENDERSON et al., 2015; EBRAHIMI et al., 2018).

3.4.2 CHECKLIST DE ESPECIES E GENEROS DE PROTOZOARIOS CILIADOS
ASSOCIADOS COM CAPRINOS

Observamos um total de 72 espécies distribuidas em 14 géneros de protozoéarios
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
diferenca no nimero de espécies associadas pode estar relacionada com o menor nimero de

publicacbes disponiveis com a ciliatofauna caprina.
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Tabela 1. Espécies de protozoérios ciliados que ocorrem em caprinos e observadas em varios estudos ao redor do mundo.

Subclasse/Ordem/Familia/ Checoslovaquia Egito Italia Ird Islandia Japdo Coréia Quirguistdo Libia Nepal Paquistdo Espanha Turquia
Géneros/Espécies [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10] [11] [12] [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 & Relchenow 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 + - - - - - - . - N .

E. rupicaprae Christl, + - - - - - - - - _ _

1955

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

E. longinucleatum Dogiel, 1925 - - - - + + + + . N N

E. constritum - + - - - - - _ - _ +

Dogiel, 1974
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Subclasse/Ordem/Familia/ Checoslovaquia Egito Itdlia Ird Islandia Japdo Coréia Quirguistdio  Libia Nepal Paquistdo Espanha Turquia
Géneros/Espécies [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10] [11] [12] [13]
E. bursa  Stein, 1858 - + S - - - + - - - - +
E. salmani Gocmen and Rastgeldi, 2004 - + - - - - - - _ - _ N
E. ovinum Dogiel, 1927 - - - - + - - - + + + N
E.rectangulatumKofoidand MacLennan, - - - - + - - - + - . .
1930
E. minimum  Schuberg, 1888 - - -4 - + + + + + - - +
E. bovis Wertheim, 1935 - - -+ - - - - - - - - N
E. ellipsoideum Kofoid and - - - - - - - - _ - _ .
MacLennan, 1930
E. simulans  Lubinsky, 1957 - - - - - - _ N N _ - _ N
E. dalli Dogiel, 1974 - - - - - - - - _ - _ .
E. williamsi Gocmen and Okten, 1996 - - - - - - _ _ _ - _ .
E. basoglui Okten and Gocmen, 1996 - - - - - - - _ _ _ - _ .
E. constatum MacLennan, 1935 - - - - - - - - _ + - _ _
E. vorax Dogiel, 1925 - - - - _ N N _ _ _ - _ _
E. ekendrae Das-Gupta, 1935 - - - - + - - _ _ - _ _
E. convexum MacLennan, 1935 - - - - + - - - _ - _ _
E. alpinum  Christl, 1958 - - + - - - - - - - - _ _
E. rostratum Fiorentini, 1889 - - - - - - - _ _ _ - _ .
E. semahatae Oktem et al., 1997 _ _ o _ _ _ B B B - B )
E. ibicis Christl, 1958 - - + - - - - - - - - _ _
E. couturier Christl, 1958 - - + - - - - - - _ - _ _
E. werthermi Christl, 1958 - - + - - - - - _ _ - _ _
E. babici Wertheim, 1933 - - + - - - - - - _ - _ _
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Subclasse/Ordem/Familia/ Checoslovdquia  Egito Italia Ird Islandia  Japdo Coréia Quirguistdo Libia Nepal Paquistdo

Géneros/Espécies [1] 2] 3] [4 [5] 6]  [7] 8] 9] [10] [11]

Espanha  Turquia

[12] [13]

Diplodinium Schuberg, 1888

D. rangiferi Dogiel, 1925 - - - - + - - - - N -
. dentatum Stein, 1858 + - - - _ _ _ _ ~ _ -
. costatum Dogiel, 1925 + - - - - _ _ _ ~ _ -
. anisacanthum Dogiel, 1927 - - - - + - - - - + -
.crista-galli  Dogiel, 1927 - - - - - - _ _ _ . -
. flabellum  Dogiel, 1927 - - - - - - _ _ _ _ -
. anacanthum Dogiel, 1927 - - - - - + _ _ _ _ -
. monacanthum Dogiel, 1927 - - - _ _ _ . _ _ _ -
. diacanthum  Dogiel, 1927 - - - - - + - - - - -
Eudiplodinium Dogiel, 1927

Eud.magii Fiorentini, 1889 + - - - - + - + - + -
Eud. bovis Dogiel, 1927 - - - - + - - - _ _ -
Eud.dilobum Dogiel, 1927 - - _ _ N _ _ _ - _ -
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 - - - - - + - - - - -

O 0000000
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Subclasse/Ordem/Familia/ Checoslovaquia  Egito Italia Ird Islandia Japdo Coréia Quirguistdo Libia Nepal Paquistdo Espanha Turquia
Géneros/Espécies [1] [2] [381  [4] [5] [6] [7] [8] [0 [10] [11] [12] [13]

Eremoplastron Kofoid and MacLennan, 1932

Er. impalae Dogiel, 1925 + - - - - - - - - _ - _ _
Er. bovis Dogiel, 1927 - - - - - - - - - - N - -
Enoplastron Kofoid and MacLennan, 1932

Eno. triloricatum Dogiel, 1925 - - - - - - - - + - - N N
Elytroplastron Kofoid and Mac Lennan, 1932

Ely. bubali Dogiel, 1928 - - - - - - - - - N - N N
Polyplastron Dogiel, 1927

Poly. Multivesiculatum D.& F, 1925 - - - - - + + - T - - - +
Epidinium Crawley, 1923

Ep.bicaudatum Sharp, 19 14 - + - - - - - - _ _ - _ _
Ep.graini Gocmen, 2000 - + - - - - - - - - - _ _
Ep. ecaudatum Fiorentini, 1889 + + - - - + + + + + - - +
Ep. cattanei Sharp, 1914 - + - - - - + _ _ _ - _ _
Ep. caudatum Fiorentini, 1889 - + - - - + + - - - N - _
Ep. parvicaudatum A. & Mutafowa, 19 14 - - - - - - + - - - - N _
Ophryoscolex Stein, 1858

Oph. caudatus Eberlein, 1895 - + - - - + - - - - - - +
Oph.purkynjei  Stein, 1858 - + - + - - - - + - - _ N
Oph. monoacanthus F-G&Campos 1992 - - - - - - - - - - - N _
Oph.bicoronatus Dogiel, 1927 - - - - - - - - N _

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] GURELLI 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] GOCMEN & ATATUR, 2002; GOCMEN & KARAOGLU, 2005; GOCMEN & RASTGELDI, 2004; GOCMEN &
SEZGIN, 2006; GOCMEN et al., 2002; GOCMEN et al., 2005; MERMER et al., 2003; MERMER et al., 2006; RASTGELD & GOCMEN, 2003; GURELLI, 2014.
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Nos estudos sobre protozoarios ciliados associados com caprinos, 0 género
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 preparacdes das amostras (Figura 2 e Tabela
1). Esta observacdo é similar aos resultados publicados com protozoarios ciliados associados
com outros hospedeiros, em que 0s géneros e espécies acima mencionados tém sido os mais
frequentes nas observacdes. SELIM et al. (1996) realizaram estudo comparativo de ciliados
do rumen de trés hospedeiros (bufalo, bovinos e ovinos) no Egito, tendo detectado a
ocorréncia de 20 espécies comuns entre bafalos e bovinos, enquanto 12 espécies foram
comuns entre ovinos e 0s outros dois hospedeiros. Do estudo, o género Entodinium, com as
espécies Entodinium simplex, Entodinium nanellum e Entodinium exiguun, apareceram mais
frequentes em todos trés hospedeiros.

BARAKA (2012) fez um estudo com 180 ruminantes domésticos, compostos por
camelos, bufalos, 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 protozoarios ciliados associadas com ruminantes,
principalmente domésticos. Como exemplo de outros estudos, com maior frequéncia de
espécies da familia Ophryoscolecidae, podemos citar OBANDA et al. (2008), em
rinocerontes; FRANZOLIN; WRIGHT (2016), em bufalos; GURELLI (2016) e CEDROLA
et al. (2020), em bovinos; e em camelos dromedarios (GURELLI; DAW, 2020).

Visando identificar quais géneros de ciliados do rimen se associam a cada um dos
hospedeiros foi plotado um diagrama circular (Figura 2). A espécie hospedeira Capra hircus
teve maior associacdo com ciliados (14 géneros), comparada com caprinos selvagens: Capra
ibex que teve registro de um género, Capra pyrenaica também registrou associagdo com um

género e Rupicapra rupicapra com seis géneros.



70

Figura 2. Representacdo esquematica da associacdo de géneros de protozoarios ciliados e as
espécies hospedeiras da subfamilia Caprinae. Os numeros ao redor do circulo,
representam a quantidade de vezes em que um género 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 géneros neles associados. As fitas no meio do circulo
indicam a associacgdo entre as espécies hospedeiras e 0s géneros.

o e 6"”’%/
W on e Qr,,_o,l

o
=)
53
2
3
=
= g
3 3
g S
E
N
¥
N
S
>
N

< giniwm
Ophryoscolex Epldl

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

DEHORITY; ODENYO (2003) em estudo envolvendo amostras de hospedeiros
selvagens (girafa, antilope, 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 género
Entodinium, comparada com a menor porcentagem em hospedeiros selvagens do estudo. Uma
das hipdteses que pode explicar o menor nimero de géneros associados a selvagens, além dos

habitos alimentares, pode estar associada com o complexo processo de obtencdo e coleta de
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amostras, comportamento dos ungulados selvagens, se compararmos as mesmas variaveis em
animais domésticos. Este fato, pode permitir que haja mais estudos com ruminantes de

ambientes domeésticos do que em selvagens (ARAUJO et al., 2020).

3.4.3 DISTRIBUIQAO GEOGRAFICA E ESPECIFICIDADE

Os protozoéarios ciliados simbiontes sdo 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 tém
sido observadas em hospedeiros de quase todas as regibes geograficas 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; GURELLI;
AKMAN, 2016; CEDROLA et al., 2017; ITO et al., 2017; GURELLLI, 2019). Nesta revisio,
identificamos 13 paises onde os protozoarios ciliados associados com caprinos ja foram
observados (Figura 3).

Dos 13 paises evidenciados no mapa, destacam-se o Japao e Turquia como localidades
com maior distribui¢do do niimero de espécies (>25) de protozoarios ciliados. Contrariamente
a essas duas localidades, a Italia e Paquistdo, ficaram representadas com <5 espécies por
regido. As localidades com os nimeros intermediarios da quantidade de espécies foram
Islandia com oito espécies, Irdo com dez espécies, Quirguistdo com onze espécies, Egito com
treze espécies, Libia com treze espécies, Coréia do Sul com treze espécies, Tchecoslovaquia
com quatorze espécies, Espanha com vinte espécies e Nepal também com vinte espécies
(Figura 3).

O namero de espécies de ciliados observadas em cada regido do mapa foi influenciado
pela guantidade de estudos realizados nessas localidades. Turquia com um total de dez
estudos (GOCMEN; ATATUR, 2002; GOCMEN et al., 2002; RASTGELD; GOCMEN,
2003; MERMER et al., 2003; GOCMEN; RASTGELDIL, 2004; GOCMEN; KARAOGLU,
2005; GOCMEN et al., 2005; GOCMEN; SEZGIN, 2006; MERMER et al., 2006; GURELLI,
2014), Japdo com dois estudos (IMAI et al., 1978; ITO et al.,, 1995), Nepal um estudo
(GURUNG et al., 2002), Espanha dois estudos (FERNANDEZ-GALIANO; CAMPQOS, 1992;
DE LA FUENTE et al., 2009), antiga Tchecoslovaquia um estudo (CRHA et al., 1985),
Coréia do Sul um estudo (LEE, 1979), Libia um estudo (MOHAMED, 2017), Egito um
estudo (BARAKA, 2012), Quirguistdo um estudo (GURELLI et al., 2016), Irdo um estudo
(TALARI et al., 2004), Islandia um estudo (DE LA FUENTE et al., 2006), Paquistdo dois
estudos (LUBINSKY, 1955; LUBINSKY, 1957) e Itadlia com um estudo (CHRISTL, 1958).
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De forma similar, o nimero de hospedeiros caprinos usados para o processo de coleta das
amostras em cada estudo pode ter influenciado a quantidade das espécies em cada regido, por
exemplo, nos estudos realizados na Turquia, foram utilizados 86 caprinos na coleta de

amostras, comparados com um hospedeiro usado no estudo da Italia.

Figura 3. Distribuicdo geogréafica e quantitativa das espécies de protozoarios ciliados
associadas com caprinos. Algumas regides no mapa (Espanha, Tchecoslovaquia, Italia,
Coréia do Sul e Japdo) foram ampliadas para melhor visualizacdo dos limites
geograficos (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; GOCMEN; ATATUR, 2002; GOCMEN et al., 2002;
MERMER et al., 2003; RASTGELD; GOCMEN, 2003; GOCMEN; RASTGELDI,
2004; TALAR et al., 2004; GOCMEN et al., 2005; GOCMEN; KARAOGLU, 2005;
DE LA FUENTE et al., 2006; MERMER et al., 2006; GOCMEN; SEZGIN, 2006; DE
LA FUENTE et al., 2009; BARAKA, 2012; GURELLI, 2014; GURELLI et al., 2016;
MOHAMED, 2017).

Countries and number of
I species

20 av &0 800
Datum: European 1987 GCS GCS European 1987 Map Units: Degree Year: 2021

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Em termos de hospedeiros, o0s organismos endossimbiontes da subclasse
Trichostomatia sdo distribuidos no trato digestivo de quase todos os animais herbivoros
pertencentes a Artiodactyla, Perissodactyla e Proboscida (OGIMOTO; IMAI, 1981). Alguns
desses ciliados possuem ampla distribuicdo em hospedeiros, porém, outros tém sido limitados
em um grupo determinado de hospedeiros (CEDROLA et al., 2020), tendo sido relatado que

alguns ciliados do ramen de gado bovino sobrevivem no rimen de caprinos (DOGIEL;
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WINOGRADOWA-FEDOROWA, 1930). Ainda relativo a especificidade, um distinto padréo
de associagcdo tem sido reconhecido e apesar de ndo ser comum, existem ciliados mais
associados e frequentemente encontrados na regido pré-gastrica e outros na regido pos-
gastrica dos seus hospedeiros (OGIMOTO; IMAI, 1981, MOON-VAN DER STAAY etal.,
2014).

De uma forma geral e sob ponto de vista ecoldgico, os organismos da subclasse
Trichostomatia sdo considerados bastante promiscuos pelo fato de um numero
consideravelmente maior ter sido encontrado ndo sé em espécies hospedeiras estreitamente
relacionadas, mas também, com aqueles comparativamente distantes (WILLIAMS;
COLEMAN, 1992; DEHORITY, 1995; KITTELMANN; JANSSEN, 2011; VDACNY, 2018)
no trato digestivo de cavalos, zebras, rinocerontes, hipop6tamos, roedores, bufalos,
marsupiais (Figura 4) (CEDROLA et al., 2020), em aves (BARDELE et al., 2017), em peixes,
anfibios e répteis (LEVINE, 1985; BRADBURY, 1994), em primatas (VALLO et al., 2012;
SCHOVANCOVA et al., 2013).

As espécies de ciliados associadas com caprinos mostram ocorréncia em outros
hospedeiros, tais como antilope, antilope africano, alpaca, bufalo, cabrito azul anilope
bontebok, bisonte, gado bovino, camelos, cervos, capivara, alce, gazela-persa, girafa, cudo,
Ihamas, boi-almiscarado, rinocerontes, ovinos, cabra-de-leque, facocero, gnu, yak, dentre
outros (Figura 4).

Na rede de interacdo 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, bufalo, ovinos, camelos, bisonte, e yak
foram os que apresentaram maior associacdo com protozoarios ciliados das seguintes
especies: 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 diferenca na quantidade de espécies de ciliados associadas com hospedeiros,

deve-se possivelmente pelo fato de os primeiros (deer, white-tailed e moose) apresentarem os
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habitos alimentares com menos fibra, e os segundos (cattle, buffalo, sheep, camels, bison e
Yak) menos seletivos e com mais fibras na dieta (OGIMOTO; IMAL, 1981).

Figura 4. Rede de interacdo entre espéecies de protozoarios 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 protozoarios ciliados,
respectivamente. As setas de cores (preto ao vermelho), representam as associa¢des
entre hospedeiros e espécies de ciliados. O tamanho das barras cinza e preta,
representam os hospedeiros e espécies de ciliados com maior ou menor associacao
vice-versa.

Ciliates species Hosts
Isotricha intestinalis Antelope
Axis Deer

African Redbuck

Alpaca

Buftalo

fmtod: + dubard Blue Duiker
Blesbok
Entodinium e e Bison
Carttle
Entodir -
Camel

Capybara

Entodir 11, Dall Sheep
Decer
Dromedary camels
Entod, 1 long lear
Elk
Entodir /i Ezo Deer

Fallow Deer

Diplodinium dentatum Goitered Gazelle

Diplodinium anisacanthiom

Eudiplodinium magii

Ostracodinium trivesiculatum -
Musk Oxen

Rhinoceros

Mertadinium Reindeer
cindee

Mertadinium m Red Deer

Diploplistron afline

Serows
Enoploplasiron triloricatim
Sheep
Polvplastron multivisiculatum
Sika Deer
Epidinium ecaudatum Spriogbok
Warthogs

Epidinium caudatum White tailed Deer
Wildebeest
Opliryoscolex purkynjei
Yak

Ophryvoscolex caudatios

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; IMAL 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; CERON
CUCCHI et al., 2016; CEDROLA et al., 2016; CEDROLA et al. 2017; KIMURA et al., 2017;
GURELLLI, 2017; GURELLLI, 2018; CEDROLA et al., 2018)



75

3.4.4 NOTAS FILOGENETICAS

Todas as espécies de ciliados registradas até 0 momento no rimen de caprinos sdo
endossimbiontes da subclasse Trichostomatia. Foi observada grande semelhanca entre as
topologias obtidas neste estudo, com base nas analises de ML e BI. Os ciliados associados a
caprinos formam um grupo merofilético (Figura 5). Ambas as inferéncias filogenéticas
recuperaram uma divisdo de todas as espécies em trés ordens (Vestibuliferida,
Macropodiniida e Entodiniomorphida), sendo que as espécies associadas com caprinos
ficaram restritas a duas familias distintas com alto valor de suporte, Ophryoscolecidae
(97/100) e Isotrichidae (99/100) (Figura 5). Esta tendéncia de agrupamento de protozoarios
ciliados endossimbiontes observada nesta revisdo tem sido reportada em outros estudos
anteriores com as espécies da subclasse Trichostomatia (VDACNY, 2018; CEDROLA et al.,
2020).

Ainda sobre a topologia, a ordem Entodiniomorphida ficou dividida em dois clados,
um constituido pelas espécies da familia Buetschlidae, e a outro formado pelas espécies das
familias Ophryoscolecidae, Cycloposthiidae, Troglodytellidae, Spirodiniidae, Polydiniellidae
e Blepharocorythidae. A ordem Vestibuliferida ficou formada por trés clados separados, o
primeiro constituido pelas familias Balantidiidae e Paraisotrichidae, o segundo pelas familias
Pycnotrichidae, Paraisotrichidae e Balantidiidae e por Gltimo, o terceiro formada por espécies
das familias 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 o0s seguintes valores de suporte: Metadinium minorum e
Metadinium medium (81ML/99BI), Eodinium posterovisiculatum e Polyplastron
multivesiculatum (84ML/99BI), e o clado constituido por Anoplodinium denticulatum e
Diplodinium dentatum (96ML/100BI) (Figura 5).

Figura 5. Arvore filogenética obtida por maxima verossimilhanca representando relacoes
evolutivas de algumas espécies de ciliados, com base em sequéncias de 18S rDNA. A
cor vermelha representa as espécies observadas em estudos com amostras de rimen de
caprinos. A subclasse Haptoria foi escolhida como grupo externo. Os valores em cada
né da &rvore significam, respectivamente: valores de maxima verossimilhanca (ML)
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3.4.5 ORIGEM E DIVERSIFICAQAO DE CILIADOS EM CAPRINAE

Em geral, estima-se que a subclasse Trichostomatia pode ter surgido dentro da ordem
Spathidiida ha aproximadamente 260 Ma, num periodo estimado em maximo e minimo em
torno de ~168 - 395 Ma (VDACNY, 2015). No entato, inferéncias do tempo de divergéncia,
tém estimado que o processo de radiacdo da subclasse pode ter ocorrido logo ap6s o inicio do
Cretaceo, estimado em ~ 135 Ma, periodo pelo qual, pode ter ocorrido o processo de
separacdo dos mamiferos therios em dois grupos, marsupiais e placentarios (VDACNY,
2018). Por conseguinte, as linhagens Vestibuliferida e Entodiniomorphida podem ter surgido
antes de ~ 65 Ma, sendo que a radiacdo de espécies de ciliados do ramen, representados
majoritariamente pela familia Ophryoscolecidae, podem ter surgido segundo os autores, um
pouco depois de ~ 65 milhdes de anos (VDACNY, 2018).

Nos inferimos que, a origem de espécies de protozodrios ciliados associadas com
caprinos (familia Isotrichidae e familia Ophryoscolecidae) foi estimada para ~ 8.2 Mae ~ 2.4
Ma, nos periodos Neogeno e Quaternario, respectivamente (Figura 6). O intervalo de
confianca (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 datacdo bem mais recente
dos protozoarios ciliados associados com caprinos, sendo diferente se comparado com 0s
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 familia Ophryoscolecidae.

As diferencas de estimativa aqui observadas podem estar relacionadas com 0s
diferentes métodos utilizados nas anélises de datacdo, especificamente, na variacdo dos pontos
de calibrag&o utilizados (Tabela 2 ). WRIGHT; LYNN, (1997) utilizaram a informagao fossil
do hospedeiro como ponto de calibragdo, e por outro lado, ROSSI et al. (2017) fizeram as
estimativas do tempo para o grupo baseando-se em informacgdes priméarias de dados fosseis
(Tabela 2). A calibracdo priméaria € um método mais adequado, mas que neste caso como nao
ha informacdes de registro fossil, o que foi possivel fazer é reestimar a datagdo com idades
previamente estimadas para o clado. Por isso, neste trabalho, foi utilizada uma calibragéo
secundaria, com o0s pontos de 3.8Ma como minimo e 23.8Ma como maximo (COSTA et al.,
2021). Para além da aplicacdo de métodos diferentes nos estudos que envolvem datagdes, as
calibracOes secundarias tem sido apontadas como fator que contribui na falta de exatidao nas
estimativas do tempo molecular (GRAUR; MARTIN, 2004; SCHENK, 2016).
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Tabela 2. Métodos de estimativa de tempo de divergéncia das classes de ciliados simbiontes

Modelo do reldgio Prior para calibragdo Tipo de Meétodo
molecilar/Prior da taxa dados utilizado
evolutiva
Wright & Estrito Calibragdes baseadas no Distancia
Lynn, 1997 registro fossil do hospedeiro  Nucleotideos genética
Bayesiano relaxado: taxa CalibracOes baseadas nas
Vd’aény, 2015 | independente e corelagdo  estimativas disponiveis por  Nucleotideos MCMCtree
de taxas Wright & Lynn (1997)
Relaxado com
Rossi et al., verossimilhanca Calibracdes flexiveis Nucleotideos TreePL
2017 penalizada
Calibracéo baseada na
Vd’aény, 2018 Bayesiano relaxado origem dos hospedeirose ~ Nucleotideos MCMCtree
dos seus periodos de
radiacdo
Bayesiano: modelo
evolutivo, taxa
Rata] & heterogénia, rel6gio CalibracGes baseadas no Nucleotideos MCMCtree
Vd’aény, 2018 relaxado, distribuicdo registro fossil de hospdeiros
normal do prior e
processo de nascimento e
morte
Bayesiano relaxado:
Fernandes & modelo de taxas Calibracdes baseadas no Aminoacidos MCMCtree
Schrago, 2019 | independentes e de taxas registro fossil de ciliados
correlatadas
Bayesiano relaxado: Calibracdes baseadas nos
Fernandes & modelo de taxas valores adquiridos na Nucleotideos MCMCtree
Schrago, 2019 | independentes e de taxas andlise de dataset de
correlatadas proteinas
Costa et al., Reldgio baseado no Calibracbes baseadas no Nucleotideos Reltime-ML
2021 método de maxima registro fossil de ciliados
verossimilhanca
Presente Reldgio baseado no Reltime-ML
estudo método de maxima Calibrages secundérias Nucleotideos

verossimilhanca

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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A subordem Ruminantia pode ter surgido a partir da radiacdo de artiodactilos
selenodontes (WEBB; TAYLOR, 1980). A sua maior taxa de diversificacdo 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 familias (Tragulidae, Giraffidae, Antilocapridae, Moschidae, Cervidae e Bovidae) e
constitui 0 grupo mais importante de herbivoros terrestres de grande porte em mamiferos
(FERNANDEZ; VRBA, 2005).

Dentro de Ruminantia, a familia Bovidae inclui aproximadamente 140 espécies vivas,
distribuidas em 48 géneros e seis subfamilias (Bovinae, Cephalophinae, Hippotraginae,
Alcelaphinae, Antilopinae e Caprinae) (HASSANIN; DOUZERY, 1999; HUANG et al.,
2005). Embora ndo existam consensos sobre a radiacdo da subfamilia Caprinae (ovinos,
caprinos e espécies afins que vivem principalmente em habitats remotos e montanhosos), a
partir de dados fdsseis, alguns estudos apontam que uma possivel radiacdo deste grupo pode
ter ocorrido a partir de ~14 Ma (VRBA, 1985) até a mais recente radiacdo Miocénica
(GENTRY, 1994). Um outro grupo de autores (ROPIQUET; HASSANIN, 2005 a, b;
LALUEZA-FOX et al., 2005) tém proposto uma radiacdo baseada em calibragdes
moleculares. E segundo estes, a radiagdo da subfamilia Caprinae pode ter ocorrido a partir de
~11 Ma a ~6.2 Ma (Figura 6).

Apesar das controvérsias continuarem, 0 grupo majoritario dos ruminantes atuais
considerados potenciais hospedeiros de Ophryoscolecidae sdo de origem pos-glacial, em que
a sua diversificacdo é estimada ter ocorrido ndo antes do Plioceno/Pleistoceno (SPRINGER et
al., 2003; MOON-VAN DER STAAY et al., 2014). De acordo com os métodos utilizados
nesta revisdo, a idade de 8.2Ma num intervalo de confianca entre 4.3-15.5Ma foi proposta
para espécies de ciliados (Isotrichidae) associadas com caprinos. Similarmente, 2.4Ma num
intervalo de confianca 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 periodo de radiacdo proposto para Caprinae, as idades propostas neste
trabalho, permitem inferir a hipotese de que, nos periodos Neogene e Quaternario (era
Cenozoica), ja eram momentos do tempo geoldgico com condigdes adequadas para a
diversificacdo dos protozoarios ciliados associados com caprinos, visto que, nessa altura ja
existia um nicho para sua colonizagdo. Futuramente, esperamos que estudos possam

confirmar esses dados com calibragcfes primarias a partir do estudo de fosseis para o grupo.
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Figura 6.Filogenia datada de ciliados endossimbiontes da subclasse Trichostomatia. A faixa
vermelha vertical, representa o periodo da radiacdo da subfamilia Caprinae
(ROPIQUET; HASSANIN, 2005 a, b). Os circulos de cor verde, representam 0s nos e
o0 possivel periodo em milhdes de anos de diversificagdo das familias Isotrichidae (4.3-
15.5) e Ophryoscolecidae (1.0-5.7). Ma: milhdes de anos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)



81

Tabela 3.Tempo de divergéncia(Ma) da raiz de Ciliophora e das classes de ciliados simbiontes
por estudo. Ma- Milhdes de anos, *-Apenas para Ophryoscolecidae ,**- Apenas para
Ophryoscolecidae e Isotrichidae.

Raiz de
Ciliophora Litostomatea

Trichostomatia

Armophorea

Phyllopharyngea

Oligohymen-
ophorea

Wright &
Lynn, 1997

Vd’acny,
2015

Rossi et al.,
2017

Vd’aény,
2018

Rataj &
Vd’aény,
2018

Fernandes
& Schrago,
2019

Fernandes
& Schrago,
2019

Costaetal.,
2021

Presente
estudo

2200 (1685-1872)

680(627-764)

1034 334
(691-585) (181-585)
1143

(1061-1242)  539(436-600)

823

(719-942)  368(274-493)

(656-590)

260(168-395)

*

~36

9.5(4-24)

(1.0-15.5)**

318
(154-580)

409(186-557)

483(229-713)

222(229-713)

(1980-2200)

1256.42

775
(496-1058)

799
(662-1058)

307(258-366)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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3.5 CONCLUSOES

Realizamos uma breve revisdo e checklist de espécies por meio de trabalhos de
taxonomia, morfologia, ecologia de protozoarios ciliados associados com hospedeiros da
subfamilia Caprinae. De acordo com a revisao, 72 espécies e 14 géneros de ciliados ja foram
registrados associados a caprinos domeésticos e selvagens (Capra hircus, Rupicapra
rupicapra, Capra pyrenaica e Capra ibex). As hipoteses filogenéticas recuperadas
demonstram que as espécies associadas a caprinos formam um grupo merofilético, sendo
agrupadas nas familias Ophryoscolecidae e Isotrichidae. De acordo com os métodos utilizados
no trabalho, uma idade maxima e minima 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 periodos Neogene e
Quaternério ja era possivel a diversificacdo dos ciliados de caprinos, visto que nessa época 0
nicho para sua colonizacéo ja era disponivel. Para além de ser o primeiro trabalho de checklist
envolvendo protozoéarios ciliados em caprinos, constatamos igualmente que a escassez de
publicacdes de trabalhos de descrigdo taxonémica e morfoldgica de ciliados do rimen nestes
hospedeiros, contribui com a falta de conhecimento da ciliatofauna deste grupo de
ruminantes. Assim, enfatizamos a importancia na utilizacdo de varias técnicas e de forma
integrativa para melhoria nas descri¢ces detalhadas e melhor conhecimento da composi¢édo da

fauna de ciliados.
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4 CAPITULO 2

CILIADOS EM RUMINANTES DOMESTICOS NA AFRICA E PRIMEIRA
CARATERIZACAO DE CILIADOS (ALVEOLATA, CILIOPHORA) NO RUMEN DE
CAPRINOS DOMESTICOS DA RAGA LANDIM (CAPRA HIRCUS L) EM
MOCAMBIQUE

4.1 RESUMO

O rimen é um ecossistema extremamente diverso e densamente colonizado por bactérias,
arqueias metanogénicas, fungos e protistas. Neste trabalho, a composicéo genérica e especifica de
protozoarios ciliados do contetdo ruminal de 28 caprinos domésticos da raca Landim (Capra
hircus L) de Mocambique foi estudada representando o primeiro registro do pais. Além disso, foi
realizada uma compilacdo de registros de protozoérios ciliados de ruminantes domésticos
reportados em seis paises africanos. A caraterizacdo morfoldgica dos ciliados, bem como a
densidade genérica e abundancia especifica foram estimadas utilizando-se técnicas e preparacao
semipermanente. Quarenta e sete espécies pertencentes a dez géneros foram registradas no
contetdo ruminal de caprinos de Mogambique. O nimero médio de ciliados desse registro foi de
49.39 (+ 134.7) x 10%ml de conteddo ruminal. Entodinium caudatum foi a espécie mais
abundante, com 100% de prevaléncia. Uma revisao da literatura disponivel em bases de dados foi
realizada para compilacdo de géneros e espécies de ciliados de caprinos, ovinos e bovinos,
evidenciando que cento e doze espécies e morfotipos pertencentes a treze géneros ja foram
registrados em seis paises do continente africano nomeadamente, Egito, Libia, Tunisia, Africa do
Sul, Quénia e Tanzania. Evidenciamos que Tanzénia apresentou 0 maior registro, recuperando
quarenta e nove espécies de ciliados descritos. Este trabalho é o primeiro esforco no relato de
presenca e caracterizagdo morfologica, bem como estimativa da composicdo de protozoarios
ciliados no rimen de caprinos de Mocambique, bem como primeiro compilado desses ciliados

em ruminantes domésticos na Africa.

Palavras-chave: Caprinae. Morfologia. Impregnacédo pela prata. Ophryoscolecidae. Taxonomia.
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4.2 INTRODUCAO

Os protozoarios ciliados do rimen sdo o principal componente eucariético do ecossistema
ruminal e podem contribuir com até 60% da biomassa no rGmen e com um terco do material
digerido (ROSSI, 2017; NEWBOLD; RAMOS-MORALES, 2020). Esses ciliados simbidticos
pertencem & subclasse Trichostomatia e podem utilizar uma vasta gama de compostos de
carboidratos, como agcticar soltvel, amido e lignocelulose (MIZRAHI, 2013; GURELLI;
MOHAMED, 2021).

No caso dos protozoarios ciliados, 0 processo de instalagdo no trato digestivo de caprinos
e outros mamiferos herbivoros, ja 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). Varios fatores sdo necessarios para instalacdo e
desenvolvimento desses ciliados, destes, destacam-se fatores genéticos, filogenéticos,
distribuicdo geografica, dieta consumida e as condigdes fisioldgicas dos hospedeiros
(OGIMOTO; IMAL, 1981; LANGDA et al., 2020). As diferentes estratégias alimentares adotadas
e distribuidas em linhagens de ruminantes sdo apontadas, igualmente, como comportamentos que
contribuem e aumentam a chance para a instalagdo, composi¢do e estrutura da comunidade de
protozoarios ciliados nos diferentes compartimentos do trato digestivo dos animais com
ruminacdo (LANGDA et al., 2020).

Embora seja reconhecida a existéncia da instabilidade na composi¢édo de tricostomatideos
do rimen, alguns autores (DEHORITY; ORPIN, 1997), reportaram que, 0 nimero de espécies de
ciliados gastrointestinais em um hospedeiro doméstico especifico é geralmente limitado em trinta
e cinco espécies ou um pouco abaixo desse numero. Nesse sentido, 0os protozoarios ciliados de
ambientes gastrointestinais de ruminantes domésticos sdo considerados de forma geral similares
em termos de composicdo, apesar de ocorrer algumas variagdes caracterizadas pela localizagéo
geografica dos seus hospedeiros (IMAI et al., 1989; GOCMEN et al., 2005). Diante disso, em um
ecossistema ruminal os protozoarios ciliados podem apresentar uma densidade de 10° — 10°
individuos/ml de conteddo ruminal (HOBSON;STEWART, 1997; SYLVESTER et al., 2004,
KITTELMANN et al., 2015).

Dentre os grupos de mamiferos ruminantes e pseudoruminantes que abrigam ciliados

endossimbiontes do trato gastrico, os animais como llamas, guanacos, girafas, camelos s&o
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negligenciados e dentro dos ruminantes, os caprinos sdo os mais negligenciados, pois as
pesquisas baseadas em estudos morfoldgicos e taxondémicos de ciliados simbiontes de mamiferos
herbivoros tém sido conduzidas, na sua maior parte, em hospedeiros como bovinos, ovinos,
bufalos (CEDROLA et al., 2020; SILVA et al., 2021). Este fato, faz com que os registros da
composi¢do de protozoarios ciliados nestes hospedeiros negligenciados nos estudos, ndo seja
suficientemente conhecido.

A subfamilia Caprinae (Ruminantia, Bovidae) é tradicionalmente dividida em quatro
tribos: Rupicaprini que incluem os géneros Rupicapra, Oreamnos, Capricornis e Nemorhaedus;
Ovibovini composta pelos géneros Ovibos e Budorcas; Caprini formada por cinco géneros, Ovis,
Capra, Pseudois, Hemitragus e Ammotragus; e Saigini que consiste em dois géneros, Saiga e
Pantholops (SIMPSON, 1945; NOWAK, 1991; LALUEZA-FOX et al., 2002). No entanto, esta
classificacdo tem sido alvo de intensas controvérsias em estudos morfoldgicos e, especialmente,
em analises moleculares (LALUEZA-FOX et al., 2002). Segundo os pesquisadores ROPIQUET
& HASSANIN (2004) estas tribos excetuando o género Saiga, encontram-se agrupadas em uma
Unica tribo, Caprini sensu lato (HASSANIN; DOUZERY, 1999a) que inclui os 12 géneros
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 sdo ruminantes que fazem parte do grupo de mamiferos herbivoros que
estabelecem fortes relagdes simbidticas com protozoarios ciliados, auxiliado pela sua
caracteristica de ruminagdo (OGIMOTO; IMAI, 1981; GOCMEN et al., 2001a). Este processo de
ruminagdo permite que os caprinos aproveitem melhor a absorgéo de nutrientes contidos nos
vegetais. Por isso, a progressiva modificacdo funcional do ramen, a partir do nascimento dos
filhotes, esta relacionada com transformacbes anatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas para
ruminacdo, que mais tarde, permitird a instalacdo de numerosas espécies de bactérias,
protozoarios ciliados e outros microrganismos que participam ativamente no processo de
transformacéo da matéria alimentar ingerida pelos animais (NOGUEIRA FILHO et al., 1983).

Entre as ragas de caprinos domésticos, a raca Landim (Capra hircus L) de Mogambique é
considerada autoctone e presente em quase todo territério do pais (MACIEL, 2004; GARRINE et
al., 2010). S&o animais que se alimentam de forragens nativas (capim e folhas de arbustos) em
especial herbaceas como Heteropogon contortus e algumas xerdfitas (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
fémeas e 25Kg para machos (MCKINNON; ROCHA, 1985). Para além do peso, a raca €
caraterizada por ser prolifica e bem adaptada as condi¢des locais e em climas com alta pressao
ambiental (MUIR et al., 1995). Segundo os dados estatisticos oficiais do pais, em 2015, a
populagéo caprina foi estimada em trés milhdes e oitocentos e noventa e seis mil e trezentos
individuos (3.896.300). Este numero reflete a importancia econébmica que a raca possui na
populacdo residente, sobretudo, como fonte de seguranca alimentar, renda e emprego rural
(SAUTIER, 2017).

Embora existam registros de diversidade, morfologia, ecologia e filogenia de protozoarios
ciliados nas cavidades ruminais de mamiferos herbivoros em distintas regides geogréaficas do
mundo (ITO et al., 1995; SANTRA et al., 1998; GOCMEN et al., 2002; MERMER et al., 2003;
GOCMEN; KARAOGLU, 2005; CARVALHO et al., 2011; GURELLI et al., 2016; EBRAHIMI
et al., 2018, CEDROLA et al., 2020), o conhecimento sobre este grupo de eucariotos e sua
distribuicdo global é ainda bastante limitado (SILVA et al., 2022) sendo que, atualmente a
subclasse Trichostomatia é conhecida por abrigar aproximadamente 1,000 espécies, 129 géneros
e 21 familias e uma boa parte dessas espécies encontram-se distribuidas nas ordens
Entodiniomorphida e Vestibuliferida (CEDROLA et al., 2020).

Em termos comparativos, o conhecimento sobre os protozoarios ciliados do trato
gastrointestinal de hospedeiros domésticos registrados em paises da Africa (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; GURELLLI; Daw, 2020) é ainda bastante limitado se comparado com os trabalhos dos
autores que fizeram estudos em outras regides do mundo como Asia, nomeadamente, Turquia
(GOCMEN; ATATUR, 2002; GOCMEN et al., 2002; RASTGELD; GOCMEN, 2003;
MERMER et al., 2003; GOCMEN; RASTGELDI, 2004; GOCMEN; KARAOGLU, 2005;
GOCMEN et al., 2005; GOCMEN; SEZGIN, 2006; MERMER et al., 2006; GURELLI, 2014),
Paquistdo (LUBINSKYy, 1955; LUBINSKY, 1957), Japdo (IMAI et al., 1978; ITO et al., 1995),
Nepal (GURUNG et al.,, 2002), Coréia do Sul (LEE, 1979), Irdo (TALARI et al., 2004),
Quirguistdo (GURELLI 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 0s seguintes paises: Espanha
(FERNANDEZ-GALIANO; CAMPOS, 1992; DE LA FUENTE et al., 2009), antiga
Tchecoslovaquia (CRHA et al., 1985), Islandia (DE LA FUENTE et al.,, 2006) e Italia
(CHRISTL, 1958) (SILVA et al., 2022). Isto permite tracar a hipotese segundo a qual um nimero
consideravel dos mamiferos ruminantes domésticos e selvagens dos paises do continente
africano, até presente data, ainda ndo possuem dados suficientes sobre ocorréncia e composi¢do
de protozoarios ciliados nesse ecossistema (EBRAHIMI et al., 2018).

Diante destas constataces desperta a necessidade de maior ampliacdo de coleta e de
estudos taxondmicos com hospedeiros nessas localidades. A titulo de exemplo, os registros
disponiveis nas diversas bases de dados mostram que até entdo, ndo existem informacGes de
registro e da composicdo de espécies de protozoarios ciliados gastrointestinais de ruminantes
domeésticos ocorrendo em Mocgambique. Por isso, 0s objetivos do presente estudo foram:
determinar a composicao genérica e especifica de protozoarios ciliados do rimen de caprinos da
raca Landim do norte de Mogambique; comparar a densidade genérica e especifica com registros
em outros estudos, e compilar os registros de ciliados reportados em ruminantes domésticos de

paises africanos.

4.3 MATERIAL E METODOS
4.3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS
As amostras do contetddo ruminal de 28 caprinos domésticos (Capra hircus L.), sendo 16

machos e 12 fémeas adultos da raca Landim, foram obtidas nos matadouros da cidade de
Montepuez (latitude 13° 7" 0” S e longitude 39° 0" 0” E), no norte de Mogambique, 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 fémeas. As amostras foram
obtidas no periodo entre as 6h e as 9h da manha depois do abate dos animais e remocao da bolsa
ruminal no animal abatido (CERTIFICADO VETERINARIO PARA PRODUTOS
BIOLOGICOS). Em seguida, a parede do rdmen foi eviscerada longitudinalmente para que o
contetido ruminal fosse coletado. Em cada hospedeiro, 20cm® 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 Laboratdrio de Protozoologia da

Universidade Federal de Juiz Fora para o processamento e analise. Todos os procedimentos
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foram aprovados pelo Ministério de Agricultura e Desenvolvimento Rural de Mogcambique (VER
ANEXO J)

4.3.2 ANALISE DA DENSIDADE GENERICA

A densidade genérica de protozodrios ciliados do ramen foi obtida utilizando uma camara
de contagem Sedgewick-Rafter (DEHORITY, 1984) com a modificacdo proposta pelos autores
D'AGOSTO; CARNEIRO (1999). Uma subamostra de 1ml foi pipetada e adicionada trés gotas
de solucdo Lugol. Esperou-se por pelo menos 15 minutos antes da contagem e, apos este tempo,
foi adicionado 9 ml de glicerina 30%. Em seguida, 1ml do contetdo corado e diluido foi aplicado
em uma camara de contagem Sedgewick-Rafter. Os protozoarios presentes em 50 campos foram
contados e, posteriormente, rotacionou-se a cdmara em 180°, contando os presentes em outros 50
campos. O namero total de ciliados por género foi calculado multiplicando-se os valores obtidos
por 80 e por 20, o que corresponde a superficie total da cadmara e a diluicdo (fixagdo mais
glicerina) (DEHORITY,1984). Os dados foram inseridos em uma planilha padrdao do Excel no

formato Microsoft Office 2010 para o calculo da estatistica descritiva no Software R.

4.3.3 ABUNDANCIA RELATIVA E IDENTIFICAQAO DAS ESPECIES

A abundancia relativa das espécies foi calculada de acordo com a proposta de MISHIMA
et al. (2009) com 300 individuos em microscopia 6ptica em aumento de 400X. A classificacdo e
identificacdo das espécies foram realizadas com base em atlas de identificacdo (OGIMOTO;
IMALI, 1981), artigos originais de descricdes de espécies e listas taxondmicas a partir de artigos
de revisdo e caracterizacdo morfolégica de ciliados do ramen (DOGIEL, 1927; KOFOID;
MACLENNAN, 1930; HSIUNG, 1932; KOFOID; MACLENNAN, 1932; 1933; IMAI, 1981,
IMAI, 1984; DEHORITY, 19863, b; WILLIAMS; COLEMAN, 1992; GOCMEN, 19994, b, ¢;
GRAIN, 1994; GOCMEN et al., 2001a, b, c; GOCMEN; ATATUR, 2002; GOCMEN et al.,
2002; RASTGELDI; GOCMEN, 2003; RASTGELDI et al., 2003; GOCMEN; RASTGELDI,
2004). A terminologia sobre a posi¢do anatdmica dos ciliados seguiu o proposto por DOGIEL
(1927), em que a regido dorsal do ciliado se refere ao local onde se situa 0 macrondcleo e a

regido oposta é designada como ventral.
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3.3.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA
4.3.4.1 TECNICA SEMIPERMANENTE COM CORANTE A BASE DE I0DO

Para melhor compreender o nimero e a morfologia de placas esqueléticas, foi utilizada a
técnica semipermanente com corante a base de iodo (D'AGOSTO; CARNEIRO, 1999;
CEDROLA et al., 2015). A partir das amostras fixadas e homogeneizadas, foi colhida uma
aliquota de 1ml da amostra em tubo de ensaio com capacidade de 14ml, sendo adicionadas trés
gotas de corante a base de iodo — Solucéo de Lugol. Apds 15 minutos, destinados a coloracdo dos
organismos, foram realizadas observacdes e fotomicrografias em microscépio Olympus BX 51

com contraste interferencial diferencial (DIC).

4.3.4.2 TECNICA DE IMPREGNACAO PELO CARBONATO DE PRATA

Com objetivo de visualizar e compreender melhor os aparatos nucleares e o padrdo de
bandas infraciliares dos protozoarios ciliados, foi utilizada a técnica de impregnacdo pelo
carbonato de prata segundo FERNANDEZ-GALIANO (1976), com modificagdes propostas por
ROSSI et al. (2016) para ciliados ruminais. Aproximadamente trés gotas de cada amostra de
conteddo 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
agua destilada. Em seguida foram adicionadas quatro gotas de piridina pura (P.A), seis gotas de
proteose peptona bacteriolégica 4% e aproximadamente 35 a 40 gotas de Rio-Hortega (solugédo
de carbonato de prata) (FERNANDEZ-GALIANO, 1976). Ap6s a adicdo dos reagentes, o tubo
foi incubado em banho-maria, em temperatura de 40°C por 30 minutos (ROSSI et al., 2016).
Posteriormente, aliquotas desse material foram analisadas entre 1dmina e laminula e fotografadas

em microscépio Olympus BX 51 com contraste interferencial diferencial (DIC).

4.3.5 COMPILACAO DE REGISTROS DE PROTOZOARIOS CILIADOS REPORTADOS EM
PAISES DA AFRICA

Para obtermos informacgdes sobre registros de espécies de ciliados em ruminantes
domésticos de paises da Africa, revisamos a literatura disponivel nas seguintes plataformas:
Google Scholar, Google Books, PubMed, Scielo, Scopus, MGRast e Web of Science. A busca foli
realizada selecionando todas as décadas de publicagdes disponiveis desde 1843 a 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; GURELLI; DAW, 2020) nas diferentes bases de dados, bem como a
combinacdo 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,
constituida por género, espécie, subespécie e 0s paises de registro.

Ainda, foi gerado grafico de barras tipo com objetivo de compreender quais e quantos
géneros foram registrados em cada pais africano analisado. Para isso, os dados foram tabulados
no Excel e o gréfico plotado no Software Rstudio através do pacote ggplot2.

Com objetivo de compreender a quantidade especifica de protozoarios ciliados de
caprinos (Capra hircus), ovinos (Ovis aries) e bovinos (Bos taurus) registrados por género em
paises da Africa, foi esquematizado um diagrama circular por meio do programa online
http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/. Os dados foram tabulados no Excel indicando os géneros e a
quantidade de espécies de cada género.

4.4 RESULTADOS
4.4.1 ANALISE DA DENSIDADE GENERICA

Foram analisadas um total de 28 amostras de contetdo ruminal de caprinos domésticos
(Capra hircus L). A estimativa de densidade genérica registrou a presenca de dez géneros de
protozoarios ciliados endossimbiontes pertencentes a duas familias: Isotrichidae (Isotricha e
Dasytricha) e Ophryoscolecidae (Entodinium, Diplodinium, Polyplastron, Elytroplastron,
Epidinium, Metadinium, Eudiplodinium e Ophryoscolex). O género mais abundante foi
Entodinium (porcentagem total de contagem 71,6%), com a prevaléncia de 100% e o género
menos abundante foi Eudiplodinium (0,07%) com a prevaléncia de 9% (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativa da densidade genérica de protozoarios ciliados/ ml de conteddo ruminal em
caprinos da raca Landim (Capra hircus L) (n= 28) de Mogambique. n: tamanho amostral;
SD: desvio padréo.

Prevaléncia Percentagem total de  Densidade
Géneros (%) contagem(%) 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



Diplodinium 68 4.1
Polyplastron 50 0.7
Metadinium 25 0.5
Eudiplodinium 7 0.07
Ophryoscolex 11 0.3

24971.4
4457.1
3314.2

114.2
2114.2

106

37369.7
6737.1
7921.7

419.6
9968.7

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

4.4.2 ABUNDANCIA RELATIVA E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES
O numero médio (£ SD) de ciliados do contetdo ruminal de 28 caprinos domésticos

(Capra hircus) foi de 49.39 (+ 134.7) x 10%/ml (limite, 0.30 — 920 x 10%/ml). Quarenta e sete

espécies e duas subespécies pertencentes a dez géneros foram identificadas. Das espécies de

ciliados, Entodinium caudatum foi a mais abundante, com prevaléncia de 100%, enquanto que

Entodinium salmani, Entodinium ekendrae, Epidinium tricaudatum, Ophryscolex caudatum e

Ophryscolex purkynjei foram observadas apenas em um animal cada (prevaléncia 3.5%) (Tabela

2). Majoritariamente, os ciliados do contetdo ruminal de caprinos de Mocambique foram

constituidos principalmente por individuos do género Entodinium (mean, 32.8%; limite, 12% —

45%) (Tabela 2).

Tabela 2. Abundéancia relativa de ciliados do conteldo ruminal de caprinos da raga Landim
(Capra hircus L) (n= 28) de Mocambique. SD: desvio padrdo; Min: minimo; Max:

maximo

Espécie, subespécie Prevaléncia

Abundancia relativa (%)

(%) Mean £ SD Range (Min-Max)
ISOTRICHA Stein, 1858
Isotricha prostoma Stein, 1858 60.7 14+194 0-8.0
Isotricha intestinalis Stein, 1858 50 1.1£191 0-7.6
DASYTRICHA Schuberg, 1888
Dasytricha ruminantium Schuberg, 1888 71.4 22440 0-210
ENTODINIUM Stein, 1858
Entodinium caudatum Stein, 1858 100 11.7+725 1-31.3
Entodinium caudatum caudatum Stein, 1858 7.1 <0.1+025 0-13
Entodinium caudatum lobosospinosum Stein, 1858 89.2 6.0£6.90 0-26.6
Entodinium bimastus Dogiel, 1927 64.2 40+£788 0-376
Entodinium yunense Ito, 1994 67.8 40+342 0-120
Entodinium oktmae Go¢men, 2001 7.1 <0.1+0.13 0-0.6
Entodinium imaii Gé¢men,2001 7.1 <0.1+030 0-16
Entodinium simplex Dogiel, 1925 82.1 13+182 0-7.0
Entodinium nanellum Dogiel, 1923 82.1 32+331 0-130
Entodinium bursa Stein, 1858 10.7 <0.1+0.09 0-0.3
Entodinium longinucleatum Dogiel, 1925 85.7 26+247 0-9.6
Entodinium dubardi Buisson, 1923 7.1 <0.1+0.19 0-1.0



Entodinium exiguum Dogiel, 1925

Entodinium bovis Wertheim, 1935

Entodinium ovinum Dogiel, 1927

Entodinium salmani Gocmen and Rastgeldi, 2004
Entodinium dilobum Dogiel, 1927

Entodinium minimum Schuberg, 1888

Entodinium rectangulatum Kofoid and MacLennan,
1930

Entodinium simulans Lubinsky, 1957

Entodinium dali Dehority, 1974

Entodinium ekendrae Das-Gupta,1935

Entodinium rhomboideum Kofoid and
MacLennan,1930

Entodinium parvum Buisson,1923 28.5
Entodinium quadricuspis Dogiel, 1925
EUDIPLODINIUM Dogiel, 1927

Eudiplodinium maggii (Fiorentini, 1889)
DIPLODINIUM Schuberg, 1888

Diplodinium anisacanthum Dogiel, 1927
Diplodinium dentatum (Stein, 1858)

Diplodinium monocanthum Dogiel, 1927
Diplodinium diacanthum Dogiel, 1927
Diplodinium triacanthum Dogiel, 1927
Diplodinium tetracanthum Dogiel, 1927
Diplodinium pentacanthum Dogiel, 1927
POLYPLASTRON Dogiel and Fedorowa, 1925
Polyplastron multivesiculatum (Dogiel and
Fedorowa, 1925)

ELYTROPLASTRON Kofoid and Mc Lennan, 1932
Elytroplastron bubali (Dogiel, 1928)
METADINIUM Awerinzew and Mutafowa, 1914
Metadinium medium Awerinz and Mutafowa, 1914
Metadinium ypsilon Dogiel,1925

EPIDINIUM Crawley, 1923

Epidinium ecaudatum (Fiorentini, 1889)
Epidinium caudatum (Fiorentini, 1889)

Epidinium parvicaudatum (Awerinz and Mutafowa,
1914)

Epidinium cattanei (Sharp, 1914)

Epidinium quadricaudatum (Sharp, 1914)
Epidinium tricaudatum (Sharp,1914)

Epidinium eberleini (Da Cunha,1914)
OPHRYOSCOLEX Stein, 1858

Ophryscolex caudatum Eberlein, 1895
Ophryscolex purkynjei Stein, 1858

Total de espécies e subespécies: 47 e 2.

75
42.8
39.2
3.5
50
60.7
53.5

39.2
7.1
3.5
7.1

14.2
17.8

17.8
25
7.1
7.1
14.2
25
14.2

50

535

14.2
10.7

35.7
35.7
46.4

39.2
39.2
3.5

32.1

3.5
3.5

1.3+2.07
0.4+0.86
0.8+1.24
<0.1+0.18
0.8+1.49
3.6+8.16
0.9+1.80

1.0+2.02
<0.1+0.07
<0.1+0.05
<0.1+0.43

0.8+1.65
0.1+0.61

0.2+0.76

0.5+0.88
1.2+299
0.1+0.75
<0.1+0.15
0.1+0.62
0.6 +1.60
0.5+1.79

0.8+1.49

15+221

0.1+0.27
<0.1+0.22

0.3+0.62
0.3+0.61
0.7+1.31

1.2+2.46
0.5+0.90
<0.1+0.11
0.1+0.29

02+132
<0.1+0.49

0-93
0-4.0
0-4.0
0-1.0
0-6.3
0-41.6
0-6.6

0-8.6
0-0.3
0-03
0-23

0-26
0-13.3
0-4.0
0-0.6
0-33
0-73
0-83

0-23
0-23
0-5.0

0-10.6
0-3.6
0-0.6
0-1.0
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Figura 1. Fotomicrografias de protozoarios ciliados do conteudo ruminal de caprinos da raca
Landim (Capra hircus L), observados por meio da técnica semipermanente com corante a
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- macrondcleo; ACZ- zona adoral de ciliatura; CL-lobo
caudal; Ctp- citoproto; CV- vacuolo contractile; DCZ- zona dorsal de ciliatura dorsal; Mi-
micronucleo; Sk- placa esquelética; Ve- vestibulo; CS- espinha caudal. Aumento de 400x,
microscopio Olympus BX51. Barras: 10 um.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2022)
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Figura 2. Fotomicrografias de protozoarios ciliados do conteido ruminal de caprinos da raca
Landim (Capra hircus L), observados por meio da técnica de impregnacéao 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; 1- Entodinium caudatum; J-
Entodinium sp; K e L- Entodinium longinucleatum; M- Diplodinium anisacanthum; N-
Polyplastron multivesiculatum; O-Metadinium sp; P- Polyplastron multivesiculatum,
evidencindo o macronucleo; 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- macronucleo; ACZ-
adoral ciliary zone; AP- policinécia adoral; CL- lobo caudal; Ctp- citoproto; CV- vacuolo
contractile; DCZ- zona dorsal de ciliatura; DP- policinécia dorsal; Mi- micronucleo; Sk-
placa esquelética; Ve- vestibulo; VP- policinécia vestibular; CS- espinha caudal; CL- lobo
caudal; Fr-fragmento. Aumento de 400x microscopio Olympus BX51. Barras: 10 pum.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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4.4.3 COMPILAQAO DE REGISTROS DE PROTOZOARIOS CILIADOS REPORTADOS EM
PAISES DA AFRICA

Apdbs a compilacdo de protozoarios ciliados em caprinos, ovinos e bovinos reportados em
paises africanos, observou-se que um total de 112 espécies e morfotipos pertencentes a 13
géneros ja foram registrados em seis paises do continente (Tabela 3; Figura 3), dos quais Egito
registrou 38 espécies, Libia com 33, Tunisia com 25, Africa do Sul com 28, Quénia com um total
de 47 e por ultimo Tanzania, onde foram registradas 49 espécies e morfotipos de ciliados
endossimbiontes de caprinos, ovinos e bovinos domesticos (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 relacdo aos registros, onze espécies marcam a sua segunda ocorréncia dentro do continente,
sendo registradas anteriormente, nomeadamente, Entodinium ovinum e Entodinium bovis na Libia
(caprinos e ovinos), Entodinium bimastus no Quénia (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. Protozoarios ciliados registrados em caprinos domésticos (Capra hircus), ovinos
domeésticos (Ovis aries) e bovinos domésticos (Bos taurus) em paises do continente
africano. Presente estudo (em caprinos), Egito (em caprinos, ovinos e bovinos), Libia (em
caprinos e ovinos), Tunisia (em bovinos), Africa do Sul (em ovinos e bovinos), Quénia
(bovinos) e Tanzania (bovinos)

Género, Espécie e sub-espécies Presente Egito Libia Tunisia Africa doSul Quénia Tanzania
estudo [1] [2] [3] [4] [5] [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 + - - - - - -



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

+

+ + ++ 0+ + + + + +

+

+ + +

+ +

+ +

+ + +

+ +

+

+ + 4+ +

+ + 4+ + + + +

+ + + 0+

+ +
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+ + 0+

+ +



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

+ + + +

+ 4+ + + 4+ 4+ + + + 4+ + Do+ 4+ + o+
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+

+ + + +

+ 4+ + + 4+ + + + +

+



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

+ + 4+ + + +

+

+
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TOTAL DE ESPECIES 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]
GURELLI; 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 gréafico de barras contendo seis paises nomeadamente Egito, Libia,

Tunisia, Africa do Sul, Quénia, Tanzania, e 0s géneros registrados em cada um dos paises. Dentre

os paises mencionados, Libia registrou maior nimero de géneros (12), enquanto a Africa do Sul



117

registrou o menor registro genérico (08). O género Entodinium foi o mais abundante em todos
registros e o género Elytroplastron, o menos abundante. Em relagdo a diversidade especifica
entre 0s paises, notou-se que a Tanzania foi o pais com maior riqueza de especies de ciliados,
com 49 registros, e a Tunisia foi 0 pais com menor registro, apresentando 25 espécies de ciliados
(Tabela 3, Figura 3).

Figura 3. Géneros de protozoarios ciliados registrados em caprinos (Capra hircus), ovinos (Ovies
aries) e bovinos (Bos taurus) em seis paises da Africa. O tamanho da barra representa a
quantidade especifica de cada género. A cor representa 0s géneros registrados.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

O namero de espécies por cada género foi representado por meio de um diagrama circular
e mostrou que o género Entodinium foi registrado em todos seis paises analisados, ou seja, 100%
de prevaléncia, além de apresentar maior numero de espécies (39), seguido pelos seguintes
géneros: Ostracodinium e Diplodinium ambos com 14 espécies, e Epidinium, com 12 espécies.

Os outros nove géneros apresentaram um registro com menos de 10 espécies cada (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama circular de nimero de espécies de protozoarios ciliados de caprinos (Capra
hircus), ovinos (Ovis aries) e bovinos (Bos taurus) registrados por género em paises da
Africa. Os niimeros ao redor do circulo representam a quantidade de espécies por género.
A ordem das cores de vermelha a verde clara no interior e exterior do circulo representa a
sequéncia ocupada por cada género no diagrama. O tamanho das barras e das fitas no

circulo sdo proporcionais com a quantidade numérica das espécies em cada género.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
4.5 DISCUSSAO

No presente estudo, quarenta e sete espécies e duas subespécies pertencentes a dez
géneros foram registradas em caprinos domésticos da raga Landim (Capra hircus L). Este
registro € o primeiro relato da presenca, caracterizacdo morfoldgica, estimativa da composicdo
especifica de protozoarios ciliados no rimen de caprinos de Mocambique. Nao houve registro de
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novos téxons, 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 pais do continente africano. A compilagdo de protozoérios ciliados de
caprinos, ovinos e bovinos reportados em paises africanos, mostrou que um total de 112 espécies,
pertencentes a 13 géneros ja foram registrados em seis paises do continente até 0 momento.

Apesar de, nos ultimos anos, a visdo dos estudos envolvendo ciliados do ramen terem o
foco maior na utilizacdo das técnicas moleculares, sobretudo a multidisciplinaridade
metodologica (D'AGOSTO; CARNEIRO, 1999; CEDROLA et al., 2015; GENTEKAKI et al.,
2017; VDACNY, 2018; VDACNY et al., 2018; FERNANDES; SCHRAGO, 2019; MAYEN-
ESTRADA et al., 2021), as técnicas morfologicas, principalmente aquelas relacionados a
caracterizacdo ultra-estrutural de sua complexa infra-estrutura (impregnacdo pela prata),
continuam sendo um marco importante na melhoria do conhecimento deste grupo de ciliados
gastrointestinais de ruminantes (LYNN, 2008; ROSSI et al., 2017; MAYEN-ESTRADA et al.,
2021). Além disso, o estudo morfoldgico da infraciliatura oral e somatica tem sido utilizado na
caracterizacdo dos ciliados do rumen, ampliando desta forma as descricdes especificas 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 impregnacéo pela prata, sdo aquelas propostas por FERNANDEZ-GALIANO (1976)
e ITO; IMAI (1998; 2006). Neste estudo, ndo foi descrito um novo padrdo de infraciliatura,
porém, utilizando a impregnacao pela prata, foi possivel registrar alguns padrdes de infraciliatura
oral existentes em ciliados do rimen, séo eles: padrao-Entodinium, padrdo-Diplodinium, padréo-
Epidinium e padrdo-Ophryoscolex (ITO; IMALI, 2006) (Figura 2).

Em relagdo ao comportamento das populacBes de protozoarios ciliados, estes séo
classificados em quatro grupos (A, B, K e O), sendo o Tipo A aqueles que contém Polyplastron
multivesiculatum e por vezes Diploplastron affine. As populacdes do tipo B, sdo as que contém
Epidinium sp., Eudiplodinium maggii, ou ambos. Por sua vez, as populagdes do tipo K sdo
limitadas com Elytroplastron bubali. Por Gltimo, as populagdes do Tipo O sdo constituidas por
apenas individuos dos géneros Isotricha, Dasytricha e Entodinium. Todos os quatro grupos
incluem igualmente os géneros Isotricha, Dasytricha e Entodinium (EADIE, 1962; IMAI et al.,
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1978; OGIMOTO; IMAI, 1981; WILLIAMS; COLEMAN, 1992; GOCMEN et al., 2005). As
populacbes de géneros de protozoarios ciliados do rimen de caprinos da raca Landim registradas
neste estudo por meio de técnicas morfoldgicas (semipermanente a base de iodo e impregnacao
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
presenca majoritaria de populacbes do tipo A, constatado na Turquia, onde 15 amostras de
conteddo ruminal de caprinos foram analisadas, das quais, 12 registraram populacdes do Tipo A e
0 remanescente, trés, foram do Tipo O (GURELLLI, 2014). Isto pode estar relacionado ao fato de
que as populacdes do tipo A, que incluem individuos do género Polyplastron, apresentam alta
atividade predatoria, podendo eliminar os individuos do género Epidinium e Eudiplodinium,
assim como outras espécies da familia Ophryoscolecidae (GURELLI, 2014).

O género Entodinium foi em todos casos o mais abundante com 100% de prevaléncia em
todas 28 amostras analisadas, com as seguintes estimativas (abundancia média = 428914.3, SD =
108625.5) por ml. O estabelecimento das populacGes de protozoérios ciliados majoriatariamente
compostas por individuos do género Entodinium, tem sido atribuido aos vérios fatores que
incluem a dieta e o baixo valor de pH no ramen (EADIE, 1962; HUNGATE, 1966;
WILKINSON; VAN HOVEN, 1976; NAKAMURA et al., 1988; GURELLI et al., 2012). A raca
Landim de caprinos utilizados neste estudo, tem um habito alimentar baseado em pastagem
natural constituida maioritariamente por capim e folhas de arbustos de herbaceas como
Heteropogon contortus e algumas xerofitas (Combretum spp, Colophospermum mopane,
Adansonia digitata, Heteropogon contortus) oriundas da biodiversidade local da zona de criacao
(MACIEL, 2004). Essa diversidade de elementos na dieta natural dos hospedeiros pode explicar a
predominancia do género Entodinium nas amostras, como explicam DEHORITY; ODENYO
(2003) que a fauna de protozoarios de varias ovelhas Etiopes, alimentadas com pastagens
naturais, parecia ter uma porcentagem muito maior de Entodinium.

O numero total de dez géneros registrado neste estudo pode ser considerado superior
quando comparado com os resultados de ITO et al. (1995) no Japdo, BARAKA (2012) no Egito,
GURELLI (2014) na Turquia, GURUNG et al. (2002) no Nepal e GURELLI et al. (2016) no
Quirguistdo, que registraram cinco, sete, sete, oito e oito géneros, respectivamente. Porém,
inferior quando comparado com o trabalho de GOCMEN et al. (2005), que registraram 12

géneros no conteudo ruminal de caprinos domésticos vivendo na Turquia.
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A densidade média de ciliados (49.39 + 134.7) x 10*/ml do presente estudo é considerada
inferior aquela demonstrada no Alaska por DEHORITY (1975), na Islandia (DE LA FUENTE et
al., 2006), na Turquia (GURELLI, 2014) e elevada quando comparada aos registros no Jap&o
(ITO et al., 1995), no Nepal (GURUNG et al., 2002), no Irdo (TALARI et al., 2004), no Egito
(BARAKA, 2012), no Quirquistdo (GURELLI et al., 2016). E por sua vez, o nimero de espécies
de ciliados registrado neste estudo com contetido ruminal de caprinos de Mocambique, é superior
ao comparar com os trabalhos de ITO et al. (1995) no Japdo, GURUNG et al. (2002) no Nepal,
DE LA FUENTE et al. (2006) na Islandia, TALARI et al. (2004) no Irdo, BARAKA (2012) no
Egito, GURELLI (2014) na Turquia e GURELLI et al. (2016) no Quirquistdo, que registraram
onze, vinte e um, vinte e trés, dez, dezanove, dezanove e doze espécies, respectivamente. Esta
diferenca pode ter sido dentre varios fatores, a dieta, raca, localizacdo geogréfica, incluindo o
numero de hospedeiros utilizados em cada um dos estudos.

A compilacdo de registros de espécies de ciliados nos paises da Africa, mostrou que as
espécies Isotricha prostoma, Isotricha intestinalis, Dasytricha ruminantium e Entodinium
nanellum ja foram registradas em outros seis paises do continente. Porém, algumas espécies
foram registradas apenas em um pais, nomeadamente, Egito (Diplodinium lobatum, Entodinium
constrictum, Metadinium banksi, Metadinium esalqum, Epidinium bicaudatum, Epidinium
graini), Africa do Sul (Entodinium elongatum, Eudiplodinium neglectum, Ostracodinium
crassum), Tanzénia (Entodinium palmar, Entodinium convexum, Entodinium birostratum,
Metadinium magnum, Ostracodinium quadrivesiculatum, Ostracodinium rugoloricatum,
Diplodinium bubalidis), Tunisia (Entodinium ellipsoideum), Libia (Diplodinium minor) e Quénia
(Diplodinium monolobosum) (Tabela 3). Esta variacdo na quantidade de espécies registradas em
cada pais 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 0s
paises, estratégias alimentares de cada grupo de animais (caprinos, ovinos e bovinos) e sua
localizagdo geografica (OGIMOTO; IMAI, 1981; LANGDA et al., 2020).

A composi¢do de ciliados do conteddo ruminal de caprinos da raga Landim de
Mogambique, observada neste estudo, pode ser muito mais diversa em termos de espécies que a
composic¢do de ciliados do rimen de animais domesticos do Egito, Libia, Tunisia e Africa do Sul.
Porém, é similar com a composicdo observada no Quénia e Tanzania (Tabela 3). Isto, pode ser
pelo fato de estes trés paises (Mogambique, Tanzania e Quénia) serem vizinhos geograficamente
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e apresentarem majoritariamente uma forragem natural local similar daquela encontrada em
Mocambique, constituida principalmente de xerofiticas que servem de base de dieta para estes
hospedeiros (MACIEL, 2004).

A utilizacao neste estudo do liquido ruminal de um grupo de hospedeiro, caprinos, pode
ter importante contributo no conhecimento da fauna desse grupo de ruminantes. E, os resultados
da compilacdo apresentados mostraram que até a presente data, ja foram registradas 112 espécies
e 13 géneros de ciliados do rimen no continente africano. Este registro, 112 espécies, pode ser
inferior se comparado com resultados de BOOYSE e DEHORITY (2011), que fizeram uma
compilacdo de protozoarios ciliados associados com ovinos ao redor do mundo com um registro
de 131 espécies em 15 géneros.

A utilizacdo da técnica de impregnacao pelo carbonato de prata neste estudo confirmou o
descrito por CEDROLA et al. (2015), técnica rapida e com bom desempenho quando o foco é
impregnar e analisar o formato da infraciliatura e o aparato nuclear de ciliados do rimen (Figura
2). O uso das técnicas ciliatoldgicas recuperaram ampla diversidade de espécies, todas
identificadas em nivel especifico, algo raro para o grupo. Estudos futuros usando uma abordagem
integrativa e ferramentas moleculares poderdo revelar espécies cripticas e auxiliar na melhor

compreensdo de composicdo de ciliados do rimen nas diferentes localidades geogréficas.

4.6 CONCLUSOES

A composic¢do de protozoarios ciliados do contetdo ruminal de caprinos domésticos da
raca Landim do norte de Mocambique foi constituida por quarenta e sete espécies e duas
subespécies pertencentes a dez géneros, nomeadamente Isotricha, Dasytricha, Entodinium,
Diplodinium, Polyplastron, Elytroplastron, Epidinium, Metadinium, Eudiplodinium e
Ophryoscolex. Cento e doze espécies e morfotipos pertencentes a treze géneros de protozoarios
ciliados do contetdo ruminal de caprinos (Capra hircus), ovinos (Ovis aries) e gado bovino (Bos
taurus), ja foram registrados em seis paises da Africa. 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 Mogambique. Para

além de ser o primeiro registro de ciliados do ramen em Mocambique, utilizou-se o contetdo
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ruminal de hospedeiros negligenciados nos estudos morfoldgicos de ciliados. Enfatizamos neste
trabalho a necessidade de utilizacdo de mais técnicas morfolégicas, principalmente aquelas que
melhorem as descricdes e redescri¢des detalhadas de padrbes de bandas infraciliares o que podera
trazer uma melhora na identificacdo dos ciliados. Igualmente enfatizamos a necessidade de maior
ampliacdo de coletas e estudos taxonémicos envolvendo hospedeiros ruminantes de localidades

africanas.
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5 CAPITULO 3

ANALISE FILOGENETICA DE REPRESENTANTES DE CILIADOS (ALVEOLTA,
CILIOPHORA) DO RUMEN DE MAMIFEROS HERBIVOROS UTILIZANDO NOVAS
SEQUENCIAS DA REGIAO ITS-rDNA

5.1 RESUMO

A regido ITSI-5.8S-ITSII-rDNA tém sido usado como marcador molecular complementar
ao 18S-rDNA, tanto para estudos de sisteméatica molecular, quanto para delimitacao de espécies e
variabilidade intraespecificas para ciliados do rimen. No presente estudo, foram comparados dois
marcadores moleculares (ITS e 18S-rDNA) para reconstrucao filogenética das mesmas espécies
de ciliados endossimbiontes de mamiferos herbivoros, bem como produzidas onze sequéncias
inéditas de ITS-rDNA para algumas espécies. As analises filogenéticas foram estimadas usando
trés conjuntos de dados genéticos (datasets) diferentes: sequéncias de ITS, sequéncias de 18S-
rDNA e um conjunto de dados concatenados (ITS e 18S). A Méaxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana foram utilizadas para a inferéncia filogenética entre as espécies. Ndo houve
diferencas significativas no conjunto de dados analisados entre as topologias recuperadas com
dados de ITS em realacdo aos dados de 18S, sugerindo que a regido ITS possa ser um bom
marcador para inferéncias filogenéticas desse grupo de microrganismos. Os valores de suporte
recuperados nas analises de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana para dataset
concatenado (ITS e 18S) foram mais elevados que aqueles recuperados nas topologias usando 0s
marcadores separadamente, o que sugere relativa vantagem em se utilizar ambos marcadores

concatenados para esses ciliados, ampliando a acuracia das topologias e relacdes evolutivas.

Palavras-chave: Ciliados do rumen, 18S-rDNA, ITSI-5.8S-ITSII, filogenia molecular,

ruminantes.

5.2 INTRODUCAO

Tradicionalmente, a identificacdo, delimitacdo de espécies e sistemética dos ciliados
endossimbiontes de mamiferos herbivoros tiveram seu alicerce no conhecimento da morfologia
desses microrganismos, usando caracteristicas, como por exemplo, a infraciliatura oral e

vestibular, bandas ciliares e os padrdes de infraciliatura, nimero de vacuolos contrateis, niUmero e
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morfologia de placas esqueléticas e aparato nuclear (CORLISS, 1979; GAO et al., 2017).
Entretanto, nos ultimos vinte anos houve amplo uso de ferramentas moleculares com intuito de
ampliar a acuracia da delimitacdo das espécies do grupo, bem como do conhecimento sobre as
relacGes 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 ramen séo divididos em duas ordens dentro da subclasse Trichostomatia
Butschli, 1889, a ordem Vestibuliferida Puytorac et al.1974 e a ordem Entodiniomorphida
Reichenow, in Doflein & Reichenow, 1929 (SMALL; LYNN, 1985; WRIGHT et al., 1997
STRUDER-KYPKE et al., 2007), cujas espécies sdo descritas no trato digestivo de varios
vertebrados, sendo que a maioria dos membros pertencentes a ordem Entodiniormophida que
habitam no rumen ou intestino grosso de pequenos e grandes mamiferos herbivoros (IMAI,
1998).

Visto a alta diversidade de espécies para este grupo e pelo proporcionalmente baixo
nimero de sequencias e marcadores disponiveis, estudos sobre as relacdes filogenéticas para
ciliados endossimbiontes de mamiferos herbivoros sdo necessarios nos tempos atuais. Este fato
pode ser devido as dificuldades técnicas dos processos de obtencédo e extracdo de DNA, e/ou da
existéncia de resultados incongruentes, permitindo que as relagdes filogenéticas de muitos grupos
de ciliados do rimen permanecam desconhecidas ou mal resolvidas, incluindo aqueles ciliados
gue sdo 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 sequéncias com
objetivo de analisar a sistematica do grupo (WRIGHT et al., 1997; STRUDER-KYPKE et al.,
2007; VD ACNY et al., 2011 a, b; ROSSI, 2017), propor novas classificacdes (LI et al., 2022).
Os estudos até entdo realizados com o grupo, utilizando apenas sequéncias do marcador 18S-
rDNA foram Uteis em resolver relagdes filogenéticas importantes em Trichostomatia, devido ao
carater conservado deste marcador (WRIGHT; LYNN, 1997a; WRIGHT, 1998; VDACNY et al.,
2011b; VDACNY, 2015; KITTELMANN et al., 2015), entretanto, possuem menor acuracia para
elucidar rela¢6es evolutivas entre taxons filogeneticamente muito préximos. Assim sendo, faz-se
necessaria a utilizacdo ou o teste de outros marcadores moleculares mais variaveis que possam

ser complementares nas reconstrucoes filogenéticas envolvendo os tricostomatideos. Estes fatos,
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contribuem para que alguns estudos apresentem conclusfes ndo concordantes com os fatos
morfolégicos (ITO et al.,, 2010; LI et al., 2022), embora haja trabalhos que corroborem as
propostas evolutivas baseadas em dados morfoldgicos (KARNATI et al.,, 2003; CAMERON,;
O DONOGUE, 2004; VD ACNY et al., 2011 a, b).

Para além disso, assume-se que a regido dos espagadores internos da pequena subunidade
ribossdmica ITSI-5.8S-ITSIl 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 STRUDER-KYPKE et al., 2007,
CAMERON et al., 2001; CAMERON et al., 2003; CAMERON; O'DONOGHUE., 2004). Assim
sendo, 0s objetivos deste trabalho foram: comparar dois marcadores moleculares (ITS e 18S-
rDNA) para reconstrucdo filogenética das espécies de ciliados endossimbiontes de mamiferos

herbivoros e produzir sequéncias de ITS-rDNA para algumas espécies de ciliados do ramen.

5.3 MATERIAL E METODOS
5.3.1 AMOSTRAS E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES
Com intuito de isolar espécies de ciliados do rumen foram obtidas amostras de contetdo

ruminal de bovinos da F1 Holstein x Gir fistulados e mantidos na empresa EMBRAPA Gado de
Leite, Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brazil (para detalhes ver CEDROLA et al., 2017). Para
analises moleculares, as amostras do contetido ruminal (20 cm®) foram fixadas em etanol 100%
(CEDROLA et al., 2015). Para a identificacdo das espécies, as amostras ruminais foram fixadas
em formalina 18.5% (v/v) (DEHORITY, 1984) e a identificacdo realizada com base em atlas
(OGIMOTO; IMAI, 1981), artigos originais de descricdes de espécies e listas taxonémicas a
partir de artigos de revisdo e caracterizagdo morfoldgica de ciliados do rimen (DOGIEL, 1927;
KOFOID; MACLENNAN, 1930; HSIUNG, 1932; KOFOID; MACLENNAN, 1932; 1933;
IMAI, 1981; IMAI, 1984; DEHORITY, 1986a, b; WILLIAMS; COLEMAN, 1992; GOCMEN,
1999a, b, c; GRAIN, 1994; GOCMEN et al., 2001a, b, ¢; GOCMEN; ATATUR, 2002;
GOCMEN et al., 2002; RASTGELDI; GOCMEN, 2003; RASTGELDI et al., 2003; GOCMEN;
RASTGELDI, 2004).
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5.3.2 EXTRAGAO DE DNA, PCR E SEQUENCIAMENTO
As extracfes 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., So Paulo, SP, Brasil), seguindo o protocolo para extracao de tecidos animais. A amostra de
DNA foi amplificada em uma Unica rodada da reacdo da PCR, utilizando-se os primers para
regido ITS-rDNA da subclasse Trichostomatia Butschli, 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 °C por 4 min; 35 ciclos a 94
°C por 1min, 50 °C por 30 s, 72 °C por 1 min; e 1 etapa a 72 °C por 7 min. Os produtos da PCR
foram purificados usando o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Biotec hnology Brazil Ltd.,

Sdo Paulo, SP, Brasil) e sequenciados, utilizando os primers B5R e 1412F.

5.3.3 ANALISES FILOGENETICAS

As analises filogenéticas foram estimadas a partir de trés datasets diferentes. O primeiro
deles, datasetITS foi elaborado unicamente com sequéncias da regido ITS obtidas no presente
trabalho (sequéncias de consenso) (n=11); o segundo, dataset18S foi elaborado com sequéncias
do gene 18S-rDNA obtidas do banco de dados GenBank (NCBI) (n=14). O terceiro
datasetconcatenado foi obtido por meio da concatenacdo dos dois datasets anteriores. Depois da
inspecdo manual das sequéncias obtidas no presente trabalho (ITS), as regides de natureza
ambigua e sequéncias 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
sequéncias de 18S aquelas com maiores de 1.430 pb e de organismos identificados a nivel
especifico. Trés sequéncias (Bantidium coli, Neobalantidum coli e Buxtonella-like), foram
escolhidas como grupo externo para todos datasets.

As sequéncias 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
sitios pobremente alinhados foram removidos usando o software online Gblocks v. 0.91b
(CASTRESANA, 2000), permitindo a obtencdo de uma matriz com 468 pares de bases. Os
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métodos foram repetidos para o dataset18S, permitindo a obtencdo de uma matriz com 1476
pares de bases.

Os dois alinhamentos oriundos dos conjuntos de dados, datasetlTS 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 trés matrizes curadas foram
usadas para inferéncia filogenética de Méaxima Verossimilhanca (MV) por meio de software
RAXML v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014). O modelo de substituicdo de nucleotideos para os trés
datasets, GTR + G + | 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 convergéncia de bootstrap no software
RAXML v.8.24 (STAMATAKIS, 2014), com 1000, 700 e 1000 pseudoréplicas para o
datasetlTS, datasetl8S e datasetconcatenado, respectivamente. A analise de Inferéncia
Bayesiana (IB) foi realizada usando o programa MrBayes in XSEDE v.3.2.6 (RONQUIST et al.,
2012) ap6s um milh&o de geracdes em duas simulagdes simultaneas e independentes de Markov
Chain Monte Carlo com trés cadeias quentes e uma fria. Todas as arvores restantes depois do
burn-in de 25% foram utilizadas para o calculo das probabilidades posteriores por meio da regra

de maior consenso.

5.4 RESULTADOS

Todas topologias filogenéticas resultantes dos trés datasets, datasetITS, datasetl8S e
datasetconcatenado, recuperaram as duas ordens principais dos ciliados do rumen,
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 irméo formado pelas espécies Polyplastron multivessiculatum e Elytroplastron
bubali foi recuperado nas trés topologias inferidas, datasetI TS, dataset18S e datasetconcatenado,
com valores de suporte de 100ML e 1001B.

A espécie Troglodytella abrassarti ficou recuperada como grupo irmédo de Diplodinium
polygonale (85ML/91IB) na topologia com datasetITS, e este clado, ficou posicionado como
grupo irmédo do clado que agrupa todos outros representantes da familia Ophryoscolecidae.

Porém, nas topologias com dataset18S e datasetconcatenado, essa relagdo ndo foi observada. Nas
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topologias concatenado e 18S, a espécie Troglodytela abrassarti foi posicionada como grupo
irm&o de todos os representantes da familia Ophryoscolecidae (92ML/991B) (Figura 1B).

Depois da raiz (arvore com datasetlTS), ocorre a separacdo 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 irmdo da
espécie Diplodinium triacanthum (94ML/941B), a espécie Polyplastron multivesiculatum grupo
irmdo de Elytroplastron bubali (100ML/100IB). Porém, o ramo constituido 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 familia Ophryoscolecidae foi bem suportado com 100% para ML e
100 de probabilidade posterior para IB. A espécie Metadinium medium foi recuperada como
grupo irmao da espécie Eudiplodinium maggii (57ML/95IB) e a espécie Polyplastron
multivesiculatum recuperada como grupo irmdo da espécie Elytroplastron bubali
(100ML/100IB). O ramo menos suportado nesta topologia, dataset18S, foi constituido pelas
espécies Diplodinium anisacanthum e Diplodinium polygonale (33ML/771B) (Figura 1 A e B).

Das analises 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 concatenacdo das sequéncias, principalmente os valores de
probabilidades posteriores resultantes da inferéncia 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 irmdo da espécie Metadinium medium (72ML/99IB), a espécie Diplodinium anisacanthum
grupo irmdao de Diplodinium triacanthum (98ML/99IB) e a espécie Polyplastron
multivessiculatum recuperada como grupo irmdo da espécie Elytroplastron bubali
(100ML/1001B) (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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Arvores filogenéticas obtidas por méaxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana
revelando relagBes evolutivas de representantes de espécies de ciliados do ramen,
utilizando sequéncias da regido ITS , gene 18S rDNA e concatenadas (A, B e C).
Bantidium coli, Neobalantidum coli e Buxtonella-like foram escolhidos como grupo
externo. Os numeros em cada nO das arvores representam: valores de maxima
verossimilhanca (ML) bootstrap e inferéncia bayesiana (IB) probabilidade posterior.
As especies em vermelho representam as novas sequéncias 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 substitui¢fes por 100 posic¢Ges de nucleotideos.
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5.5 DISCUSSAO

A regido ITS é um dos marcadores mais frequentemente utilizados em anélises
filogenéticas em nivel de género e espécie para eucariotos (COLEMAN, 2003). Apesar disso,
esta regido, ITS, tem sido aplicada em apenas um ndmero comparativamente inferior de estudos
para resolucdo de alguns problemas filogenéticos em nivel de género e espécie em ciliados, por
exemplo para ciliados que vivem no intestino (PONCE-GORDO et al., 2011), que habitam
ecossistemas dulcicolas e estuarinos (WEISSE et al., 2008; Y1 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 mudancas evolutivas
desta regido € mais de 100 vezes maior que a do gene 18S-rRNA, tornando ainda esta regido 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 reconstrucBes filogenéticas em nivel de espécie
(COLEMAN, 2003; KELLER et al., 2010; WOLF, 2015; SHAZIB et al., 2016).

Normalmente, as arvores filogenéticas de ITS1-5.8S-ITS2 ndo diferem significativamente
das arvores inferidas a partir do gene 18S rRNA (SHAZIB et al., 2016) (Figural A), sugerindo
que a regido ITS pode ser complementar para analises filogenéticas (VDACNY et al., 2012;
BOSCARO et al.,2014; VDACNY, RAJTER, 2015; RAJITER; VDACNY, 2016; SHAZIB et al.,
2016). No entanto, as filogenias com a regido ITS e as filogenias do gene 18S rRNA podem
entrar em conflito assim como acontece com as classificaces moleculares e morfolégicas que
podem demonstrar algumas situacdes conflitantes (SHAZIB et al., 2016).

Aproximadamente 250 espécies de ciliados do rimen ja foram descritas em varios
ruminantes (WILLIAMS; COLEMAN, 1992; CEDROLA et al., 2022), e as mesmas, S&o
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;
STRUDER-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) ja

estudaram relacOes de algumas dessas espécies.
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No presente estudo, quinze sequéncias de espécies de ciliados do rimen incluindo as
utilizadas para compor o grupo externo, foram analisadas para inferir a topologia com marcador
ITS e quatorze sequéncias de espécies para topologia com gene 18S-rRNA. A espécie
Diplodinium triacanthum nédo foi incorporada no dataset 18S devido a falta de sequéncias desta
espécie nos bancos de dados, o que mostra a necessidade de sequenciar novas espécies do
marcador ITS para melhorar as relagdes evolutivas entre as espécies proximas bem como
diminuir a auséncia de dados da concatenada. Destas analises, maxima verossimilhanca e
inferéncia bayesiana, foram todas congruentes/concordantes ao recuperar as duas subdivisdes dos
ciliados do rimen em nivel 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
rimen, os dados morfologicos e moleculares suportam a existéncia de trés subfamilias
monofiléticas (Entodiniinae, Diplodiniinae e Ophryoscolecinae) dentro da familia
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 trés grupos de datasets,
utilizando 18S, ITS e concatenado, embora a filogenia interna incluindo as subfamilias
permaneca ainda por compreender.

Nas ordens recuperadas, as espécies dentro delas formam grupos merofiléticos, apesar das
raizes das ordens apresentarem valores de suporte bem altos para ITS (95ML/99IB) 18S
(92ML/99IB), e para topologia com dataseconcatenado (99ML/1001B) (Figura 1 A, B e C),
confirmando que as arvores filogenéticas inferidas com marcadores ITS ndo diferem de forma
gigantesca das &rvores inferidas a partir do gene 18S rRNA (SHAZIB et al., 2016). A nédo
monofilia verificada dentro das ordens dos ciliados do rimen, pode ndo constituir um achado
duvidoso porque outros autores como (ITO et al., 2014), ja demostraram a falta de monofilia
entre as ordens de ciliados do ramen independente do marcador molecular.

Ainda na nossa analise, a topologia com datasetITS, recuperou a espécie Troglodytella
abrassarti como grupo irmdo de Diplodinium polygonale, e este clado, ficou posicionado como
grupo irméo do clado que agrupa todos outros represntantes da familia Ophryoscolecidae, porém,
nas topologias com datasetl8S e datasetconcatenado, essa relacdo variou. Nessas outras
topologias, dataset18S e datasetconcatenado, a espécie Troglodytela abrassarti foi posicionada
como grupo irmdo de todos os representantes da familia Ophryoscolecidae. Apesar desta
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variacdo, alguns clados recuperados na topologia com datasetlTS, foram concordantes com a
topologia recuperada utilizando dataseconcatenado (Figura 1 C). Este resultado demonstra que a
topologia recuperada a partir da regido ITS ndo varia muito em relacdo 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 regido ITS pode ser complementar e
aumentar a confiabilidade para anélises filogenéticas com representantes de ciliados (GONG et
al., 2010; SUN et al., 2010; YI; SONG, 2011; VDACNY et al., 2012; BOSCARO et al..2014;
VDACNY, RAJTER, 2015; FERNANDES et al., 2015; RAJTER ; VDACNY, 2016; SHAZIB et
al., 2016).

O genéro Diplodinium foi recuperado como parafilético na topologia inferida utilizando a
regido ITS e na topologia inferida com datasetconcatenado (Figura 1A e C). Este resultado, pode
sugerir a necessidade de utilizacdo de mais sequéncias e marcadores para uma avaliacdo
adequada. ROSSI et al. (2015), observaram que a subfamilia Diplodiniinae era pouco suportada
em andlises com o 18S e mais recentemente, CEDROLA et al. (2022), num estudo referente a
percepcOes sobre a sistematica da familia Ophryoscolecidae deixam claro de que as relacbes
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 familia Isotrichidae, por exemplo. Isto sugere
que a topologia com datasetconcatenado pode ser uma alternativa em uma amostragem suficiente
para inferir as relacdes filogenéticas entre os taxons de ciliados do rimen. Porém, mais estudos
que utilizem um namero consideravelmente maior de sequéncias e marcadores sdo necessarios

para que a compreensdo dessas relagdes e contribuigdes sejam mais fortes e adequadas.
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5.6 CONCLUSOES

De acordo com as anélises realizadas neste capitulo, a utilizagdo do marcador ITS para
inferir as relagcdes de representantes dos ciliados do rdmen, mostrou ndo existirem diferencas
gigantescas quando comparadas as topologias com datasetITS e dataset18S, sugerindo que esta
regido ITS, pode ser complementar para analisar as relaces filogenéticas de representantes de
ciliados do rdamen. Ainda neste estudo, chegamos a conclusdo de que a utilizagdo do
datasetconcatenado pode maximizar e ser uma alternativa para inferir as relacGes entre as
espéecies de ciliados do riamen em uma amostragem suficientemente maior de sequéncias,

havendo potenciais ganhos na melhoria da acurécia das topologias.
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6 CAPITULO 4

SUCESSAO ECOLOGICA DA COMUNIDADE DE CILIADOS (ALVEOLTA,
CILIOPHORA) NO RUMEN DE BEZERROS MANTIDOS EM CONDICOES
TROPICAIS COM DIFERENTES NIVEIS DE EFICIENCIA ALIMENTAR: UMA
ABORDAGEM METAGENETICA (18S-rRNA)

6.1 RESUMO

O estabelecimento sucessivo da microbiota em especial 0s protozoarios ciliados no rimen
de bezerros, permanece ainda pouco compreendido. Neste estudo, usou-se 0 sequenciamento de
amplicon do gene 18S rRNA para caracterizar o estabelecimento sucessivo de protozoarios em
especial os protozoarios ciliados, de dez bezerros da F1 Holandés x Gir alimentados com silagem
de milho e concentrado, em quatro estagios de crescimento: 42 dias, 60 dias, 80 dias e 120 dias
de vida. Os animais foram agrupados de acordo com sua classificacdo de consumo de ragéo
residual (CAR), em eficientes e ndo eficientes, e o liquido ruminal foi coletado usando um tubo
estomacal ligado a uma maquina de vacuo. A analise de diversidade alfa ndo revelou diferencas
significativas na ciliatofauna ruminal entre os estagios de crescimento, porém, entre 0s animais
eficientes e nédo eficientes revelou diferencas na diversidade. PCOA ressalta que a estrutura da
comunidade de eucariotos no rimen de bezerros foi claramente separada entre grupos por idade e
em animais eficientes, hd uma maior diversidade de ciliados e uma menor abundancia (R=
0.12356 e P=0.028). Reportamos a presenca dos géneros, Entodinium, Polyplastron e Isotricha
de ciliados do rumen em todos estadgios de crescimento. Porém, os géneros Dasytricha,
Metadinium e Eremoplastron, foram registrados nos estagios 60 dias e 120 dias de vida dos

animais.

Palavras-chaves: Bezerros. Sucessdo ecoldgica. Metagenoma. Ruminantes. Sequenciamento de
nova geragéo. V3-V4 18S-rDNA.

6.2 INTRODUCAO
Nos primeiros dias de vida dos ruminantes, 0os compartimentos gastrointestinais em
especial o rimen é rapidamente colonizado por uma microbiota diversa composta por bactérias,

protozoarios, archeas metanogénicas, fungos e virus (O’HARA et al., 2020), e este processo de
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colonizacdo, cria alteracbes anatdmicas e mudangas resultantes da fisiologia e fungdes
metabdlicas do animal (LI et al., 2011; 2012). Por exemplo, os acidos graxos volateis produzidos,
sdo responsaveis pelo tamanho e forma das papilas ruminais, enquanto as paredes do rimen, por
sua vez, fornecem nicho para a colonizacdo da microbiota (LI et al., 2012). E como consequéncia
disso, o desenvolvimento do rumen vai ser o resultado de uma interacdo entre esses
microrganismos, seus produtos metabdlicos, a dieta fornecida, incluindo a influéncia do
hospedeiro (L1 et al., 2012).

A dinamica de estabelecimento da comunidade microbiana no trato gastrointestinal de
ruminantes pode ocorrer em trés etapas sucessivas: (1) a colonizacao inicial entre 0-2 dias apds o
nascimento , resultado de uma combinagdo de fontes como microbiota vaginal da mée, da pele,
colostro e 0s microrganismos do ambiente (REY et al., 2014; YEOMAN et al., 2018); (2) estagio
de transicdo entre 3-15 dias durante a transicdo da alimentacdo do colostro para o leite e (3)
estagio de maturacdo onde a ingestdo de alimentos sélidos aumenta progressivamente (HUWS et
al., 2018).

A colonizacdo do rimen 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 padrdes do desenvolvimento microbiano no ramen foi limitado até a década de
1980 (O'HARA, 2019). Nessa época, Gerard Fonty comecou a investigar o estabelecimento da
comunidade microbiana do rumen e foi o primeiro a relatar o aparecimento sequencial da
populacdo ruminal ao longo do tempo de vida dos hospedeiros (FONTY et al., 1987; FONTY et
al., 1988).

Desde entdo, houve relatos conflitantes sobre a época de vida dos hospedeiros em que, 0s
protozoarios apareciam ou se instalavam no rumen pela primeira vez, apesar de ndo existirem
duvidas de que esse processo de instalacdo ocorria apds o nascimento dos animais (CRHA;
HOLUB, 1978). No entanto, apesar desses conflitos, relatos do estabelecimento de ciliados no
ramen tém 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 presenca de ciliados no rimen com mais tempo de vida dos

hospedeiros, aproximadamente 2 a 3 meses (GUO et al., 2020).
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Em termos de diversidade de ciliados no ramen nos primeiros dias de vida dos
hospedeiros, algumas espécies ja foram encontradas nas primeiras seis semanas, principalmente
as do género Entodinium, sendo que, a colonizacdo dessas espécies varia dependendo da dieta
disponibilizada (NOGUEIRA FILHO et al., 1983;1984; ARCURI et al., 2006). Em bezerros por
exemplo, é comum a observacdo do estabelecimento inicial das espécies do género Entodinium,
depois Diplodinium e mais tarde, vestibuliferideos (BRYANT et al., 1958). Em relagdo a
predominancia em nivel de género, Entodinium e Dasytricha tém sido registrados como géneros
abundantes nas primeiras semanas de vida dos ruminantes (SHIN et al., 2004; LENG et al., 2011;
GUO et al., 2020).

Além dos ciliados, algumas observagdes microscopicas, confirmaram que depois de dois
dias de vida dos animais ruminantes, outros microrganismos ja colonizam as paredes do rumen,
especialmente as bactérias celuloliticas, bactérias redutoras de sulfato, incluindo algumas
arqueias metanogénicas que utilizam hidrogénio no seu metabolismo (ANDERSON et al., 1987;
MORVAN et al., 1996; LI et al., 2012). Entre essas bactérias, se destacam as anaerdbicas
facultativas, Streptococcus e Enterococcus, colonizadores precoces do trato gastrointestinal (TGI)
de ruminantes e servem para converter o TGl em um ambiente totalmente anaerobio
(ADLERBERTH, WOLD, 2009; JAMI et al., 2013).

O processo de colonizacdo do rumen foi também investigado com objetivos de verificar
as alteracGes 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 sucessdo da microbiota em bezerros leiteiros
utilizando ferramentas metagenémicas (LI et al., 2012). Este trabalho de Li e colaboradores, por
exemplo, representa a primeira tentativa de documentar a sequéncia temporal do estabelecimento
microbiano no ramen com ferramentas metagendmicas 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 & de importante papel ecoldgico e
fisioldgico, na saude dos animais incluindo na eficiéncia 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 alem disso, muitos desses

trabalhos tém 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 eficiéncia alimentar é interpretada como a capacidade de conversdo do alimento
ingerido em produtos comercializaveis e pode descrever por exemplo, unidades de saida do leite
ou carne, por unidade de entrada de alimentos (ALMEIDA et al., 2004). Por proporcionar melhor
utilizacdo de alimentos, a selecdo de animais mais eficientes reflete em menor producdo de
esterco, menor emissdo de gases de efeito estufa, como o metano e o éxido nitroso, e menor
demanda por terras para a implantagdo de pastagens e lavouras. Portanto, com foco ambiental, o
aumento da eficiéncia alimentar € uma das maneiras de diminuir o impacto causado pela
pecudria. Pelo menor uso de recursos, espera-se que animais mais eficientes também sejam mais
lucrativos, colaborando com a eficiéncia produtiva na atividade (GOMES et al., 2012).

Acredita-se que a microbiota do rumen afeta a eficiéncia alimentar do hospedeiro, e esse
efeito tem sido observado, quando o consumo de racgdo residual (CAR) é usado como medida da
eficiéncia alimentar (GUAN et al., 2008; VANDEHAAR et al., 2016; AUFFRET et al., 2020,
FREGULIA et al., 2022). No entanto, sdo poucos relatos sobre associa¢do entre a populacdo
microbiana ruminal especifica e a eficiéncia alimentar (FREGULIA et al., 2022). E além disso,
pouco se sabe sobre aspectos comparativos dessa microbiota em especial protozoarios ciliados do
ramen em animais eficientes e néo eficientes.

Compreender a composicdo e sucessdo da microbiota do rumen de animais em
desenvolvimento pode representar um passo importante na criacdo de esforcos e medidas para
aumentar a eficiéncia alimentar dos animais enquanto adultos e ainda, descrever a colonizagéo
sequencial de ciliados no rimen pode ajudar a desenhar as estratégias eficientes de intervencéao
para manipular o processo de colonizacdo dos ciliados no ramen desde o inicio de vida dos
animais. Nesse sentido, 0s objetivos deste trabalho foram: caracterizar o estabelecimento
sucessivo da comunidade de ciliados no ridmen de bezerros F1 Holandés x Gir, usando o
sequenciamento de amplicon das regides V3 e V4 do marcador 18S-rRNA em quatro estagios
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 ndo eficientes.
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6.3 MATERIAL E METODOS
6.3.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS E COLETA DAS AMOSTRAS

Todos os procedimentos experimentais envolvendo os animais deste estudo tiveram
aprovacdo pelo Comité de Etica da Embrapa Gado de Leite (nimero: 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 0S
parametros bioldgicos de bovinos da F1 Holandés x Gir, relacionados a eficiéncia alimentar. Uma
descricdo detalhada da composicdo da dieta, dados de desempenho, célculo de indices de
eficiéncia alimentar sdo 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 ndo 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 precipitacdo
durante o periodo do experimento foram de 22° C e 0,019 mm/dia (Instituto Nacional de
Meteorologia [INMET], 2015). A dieta experimental foi formulada para atender as exigéncias
nutricionais dos bezerros seguindo as orientagdes do NRC Dairy Cattle (National Research
Council [NRC], 2001). As concentracdes de matéria seca (MS) e proteina 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 diaria ofertada
de racdo total misturada foi ajustada para permitir 10% de sobras na alimentagdo, de acordo com
0 consumo observado no dia anterior.

Em seguida, aproximadamente 20 cm® do contetido ruminal foi coletado usando um tubo
estomacal ligado a uma maquina de vacuo. No processo de coleta, o tubo estomacal foi inserido
na profundidade adequada (120-250 cm) para atingir a regido do rimen e reduzir a contaminagédo
da saliva. Além disso, descartou-se os primeiros 30 ml de conteudo ruminal presentes no tubo
apos a coleta da amostra e lavou-se bem a sonda antes de usa-la para coletar amostras entre o
animal anterior e 0 seguinte. Dos dez animais, cinco eficientes e cinco ndo eficientes, foram
coletadas 40 amostras em quatro periodos de crescimento (42, 60, 80 e 120 dias), quatro amostras
deu erro no processamento, uma em eficientes e trés em animais ndo eficientes. As amostras

foram congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas a -80° C para analises posteriores.
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6.3.2 EXTRAC}AO DE DNA, PREPARACAO DE BIBLIOTECA E SEQUENCIAMENTO

O DNA total foi extraido de 800 ul de cada amostra de fluido ruminal usando bead-
beating para lise celular associado ao protocolo de fenol:cloroférmio (adaptado de OLIVEIRA et
al., 2007). Em resumo, 800 ul de contetdo ruminal coletado, foi transferido para um novo tubo e
foi lavado com 1mL de tampé&o de lise (500 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM EDTA,
4% SDS). Subsequentemente, 2 ul RNase foram adicionados as amostras e os tubos foram
incubados a 37° C por 15 minutos. Depois, 20ul de proteinase K foram adicionados aos tubos ¢
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 extragdo subsequente de
fenol:cloroférmio. O DNA extraido foi precipitado com acetato de amoénio 10M e isopropanol
100% gelado. Apo6s 30 minutos no “freezer”, os tubos foram centrifugados a 16.000 x g por 10
minutos e o sobrenadante foi removido. Alcool 70% gelado foi adicionado as amostras e os tubos
foram centrifugados a 16.000 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi removido e o contetdo foi
ressuspendido em 200ul de tampao 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 precisdo a quantidade e a qualidade do DNA
extraido.

O preparo das bibliotecas foi realizado iniciando pela etapa de amplificacdo, por PCR, da
regido V3-V4 do gene 18S rRNA de protozoarios 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 ANALISES DA BIOINFORMATICA

Toda analise da bioinformatica foi realizada usando o método do DADA2 (Divisive Amplicon
Denoising Algorithm 2) (CALLAHAN et al, 2016). As sequéncias resultantes do
sequenciamento passaram por varias etapas, “demultiplexing”, filtragem de qualidade das
sequéncias, “denoise”, “merge” e remog¢do de quimeras usando o plug-in DADAZ2 implementado
no R (CALLAHAN et al., 2016). Depois de uma inspecdo da qualidade dos graficos interativos,

observamos que 0 Q-score das bases caiu em torno da posic¢do 180 e, portanto, nossas sequéncias
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foram truncadas em 180 pares de bases. Para isso, 0 DADA2 foi usado com 0s parametros de
comprimento de truncamento de —p-trunc-len-f 180 e —p-trunc-len-r 180. Posteriormente uma
tabela com sequéncias das ASVs foi gerada (CALLAHAN et al., 2016). Para taxonomia, 0
classificador foi pré-treinado no banco de dados Silva 18S rRNA (versdo 138) para protozoarios
(QUAST et al.,, 2012), usando o método fit-classifier-naive-bayes. Diversidade, analises
filogenéticas e producdo de figuras foram realizadas com o auxilio de varios pacotes do R (R
CORE TEAM, 2019), incluindo phyloseq (MCMURDIE; HOLMEM, 2013), vegan (OKSANEN
etal., 2019), DECIPHER (WRIGHT, 2016), phangorn (SCHLIEP, 2011) e ggplot2 (WICKHAM,
2016).

6.3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar as diferencas de diversidade alfa entre os grupos em relacdo a riqueza e
diversidade, foram calculados métricas de Chaol e sobre esses dados realizados ANOVA e teste
de Tukey. Para investigar diferengas na estrutura da comunidade, foi realizada a PCoA (distancia
UNIFRAC ponderado) e PERMANOVA (Adonis test).

6.4 RESULTADOS
6.4.1 DADOS DO SEQUENCIAMENTO

Com intuito de caracterizar a sucessdo da comunidade de ciliados do rimen nos bezerros
usando amplicon das regides V3-V4 do marcador 18S-rRNA em quatro estagios de
desenvolvimento (42, 60, 90 e 120 dias), obtivemos um total de 6.717.092 milhdes de reads nas
36 amostras do contedo ruminal. Depois do controle de qualidade, 5.934.135 milhdes de reads
prosseguiram nas andlises. 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 parametros de riqueza (Chaol) e de
diversidade (Shannon). Quando comparados 0s quatro estagios de crescimento dos animais (42

60, 80 e 120 dias), ndo houve diferenga significativa em nenhuma das métricas (Chaol e
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Shannon) (Figura 1a). Entretanto, em relacdo aos grupos dos animais eficientes e ndo eficientes,
houve diferenca significativa, usando o indice de diversidade de Shannon (Figura 1b).

Figura 1. Métricas de diversidade alfa analisada em quatro estagios de desenvolvimento (42, 60,
80 e 120dias) dos animais para a comunidade microbiana. a) Riqueza (Chaol) e
diversidade (Shannon) nos quatro estagios de crescimento e b) diversidade (Shannon)

referentes aos animais divergentes para RFI, eficientes e ndo eficientes.
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6.4.3 PERFIL TAXONOMICO

O perfil taxondmico revelou a presenga 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 estagio 60 dias), mostrou
abundancia para o filo Ciliophora fora deste padrdo, menos de 90% (Figura 2 a). Para representar
melhor o perfil taxondmico, todos os taxons detectados e tdxons ndo classificados (NA), foram
incluidos na andlise. Para os niveis taxondmicos de classe e subclasse, registrou-se trés
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 abundéancia (Figura 2 b).

Em nivel do género, foram registrados 25 géneros, 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
0s géneros de ciliados do ramen, Entodinium, Isotricha e Polyplastron foram registrados em
todos estagios de crescimento dos animais com predominancia do género Entodinium (58%),
seguido pelo género Polyplastron (7%) (Figura 3 a, b; Anexos E e F).

Em relacdo ao registro dos ciliados do rimen por cada estagio, constatou-se que, no
primeiro estagio, 42 dias, foram registrados os géneros Entodinium, Polyplastron e Isotricha; no
estagio 60 dias, Entodinium, Polyplastron, Isotricha, Metadinium, Dasytricha e Eremoplastron;

no estagio 80 dias foram registrados os seguintes géneros: Entodinium, Polyplastron e Isotricha;
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e para o estagio 120 dias, foram registrados os géneros Entodinium, Polyplastron, Isotricha,
Metadinium, Dasytricha e Eremoplastron.

Figura 2. Grafico de barras da composicdo e abundancia dos filos e Subclasse/Classe da
comunidade microbiana do rimen de bezerros durante quatro estagios de crescimento.
a)- Composicéo de filos; b)-Composicao de Subclasses/Classes. Os valores no eixo Y
representam a abundéancia de filos e no eixo X os periodos e a identificacdo do animal.
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Gréfico de barras contendo composicdo e abundancia dos géneros da comunidade de
ciliados no rumen de bezerros durante quatro estagios de desenvolvimento. a)
Composicdo de géneros com NA (taxons ndo identificados no banco de dados); b)
Composicdo de géneros sem NA. Os valores no eixo Y representam a abundancia de
cada género e no eixo X os periodos e 0 numero do animal.
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Ao analisar o registro e abundancia entre os estagios/periodos de estabelecimento dos
protozoarios no rimen para os niveis de filo e género, verificou-se que o filo Ciliophora foi
observado em todos os periodos de crescimento dos animais. No periodo 42 dias, o filo
Ciliophora apresentou uma abundéancia de 95%, no periodo 60 dias foi de 94%, no periodo 80
dias 98% e para o periodo de 120 dias a abundancia foi também de 98% (Anexo D). Comparando
animais eficientes e ndo eficientes, ndo se registrou uma diferenca significativa na abundancia em
nivel do filo Ciliophora entre os dois grupos de animais (Figura 4 b). Em nivel do género de
ciliados do ramen, trés estavam presentes em todos periodos, Entodinium, Isotricha e
Polyplastron. Os dois géneros mais abundantes do rdmen tiveram as seguintes porcentagens:
periodo 42 dias, o género Entodinium apresentou 58.2%, no periodo 60 dias 57.8%, no periodo
80 dias 58.3% e no periodo de 120 dias, 57.3% (Anexo F). O género 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 abundancia do filo Ciliophora e dez géneros registrados no ramen. a)
Abudancia do filo Ciliophora nos quatro estagios. b) Abundancia do filo Ciliophora
entre 0s grupos dos animais ¢) Abundancia dos géneros nos quatro estagios. d)
Abundéancia dos géneros nos grupos divergentes para eficiéncia alimentar.
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Para estimar a diversidade beta entre as amostras, a analise de coordenadas principais foi
realizada e todos periodos e tratamentos sdo mostrados na figura 5. Tanto para os estagios de
crescimento quanto para os grupos dos animais, os dois primeiros componentes principais
representaram 38.4% e 21.2% de variagdo. Juntos explicam aproximadamente 60% da variacao
na estrutura da comunidade. Ao observar a analise de coordenadas principais, a microbiota do
periodo 42 dias de vida dos animais, parece ter uma tendéncia em formar um grupo distinto dos
outros periodos. O mesmo resultado pode ser observado em relacdo ao tratamento dos animais.
Porém, ao analisar 0s centroides por meio de Adonis test para os dois casos, resultou a separacdo
dos grupos, com um valor estatistico significativo (R= 0.12356 e P=0.028), o que pode indicar a
existéncia de uma diferenca significativa na estrutura da comunidade de ciliados entre 0s grupos
(Figura 5; Anexo C).
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Figura 5. Anélise de coordenadas principais (PCoA) para composi¢do da comunidade de ciliados
do rimen de bezerros em diferentes fases de idade. Axis 1 e Axis 2 juntos explicam
59,6% da variacdo na composicao. a) Composicao da estrutura da comunidade entre 0s
estagios de crescimento. b) Composicdo da estrutura da comunidade entre 0s grupos

dos animais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

6.5 DISCUSSAO

A manipulacdo da microbiota ruminal de bezerros durante os primeiros dias de vida e
fases subsequentes surge como uma estratégia promissora para melhorar a eficiéncia de producéo
dos hospedeiros ao longo do tempo. Complementarmente, entender a dindmica do
estabelecimento microbiano no desenvolvimento do rimen e os fatores que o influenciam seréo
fundamentais no desenho de novas e eficazes estratégias dietéticas e de manejo para modificar a
composi¢do microbiana do rimen e desempenho do hospedeiro. Para além disso, pode ajudar a
desenhar as estratégias eficientes de intervencdo para manipular o processo de colonizagdo no
ramen desde o inicio de vida dos animais. O estabelecimento da microbiota ruminal nos

primeiros dias de vida dos hospedeiros € ainda mais importante porque constitui uma base de
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transicdo dos animais recem nascidos para o estado de ruminante, um estado importante para
adaptacéo digestiva (LI et al., 2012).

Sequéncias de 11 filos da comunidade microbiana foram identificadas no conteudo
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 estdgio 42 dias de vida dos animais. Este resultado, pode ndo constituir
novidade, visto que estudos anteriores ja detectaram ciliados em periodos similares (GUO et al.,
2020), porém, outros estudos mostraram a presenca 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 rimen ainda muito cedo do que registrado no
presente trabalho, e que isso pode ter sido influenciado pela dieta recebida pelos animais.

Em nivel de género para ciliados do rumen (Trichostomatia), 0os géneros Entodinium,
Polyplastron e Isotricha foram registrados em todos estagios de crescimento dos bezerros. Nos
estagios 60 dias e 120 dias dos bezerros, foram os estdgios com mais géneros de ciliados do
rimen  registrados, seis (Entodinium, Polyplastron, Isotricha, Metadinium, Dasytricha e
Eremoplastron). Entre esses géneros, Entodinium e Polyplastron foram os mais abundantes com
58% e 7%, respectivamente. Estudos anteriores ja registraram de forma consistente a
predominancia no ramen dos bovinos, os géneros Entodinium e Dasytricha (SHIN et al., 2004;
LENG et al., 2011; GUO et al., 2020). Apesar da diferenca com o género Polyplastron como
segundo género mais predominante no nosso estudo (o que pode ter sido influenciado pela dieta
fornecida, silagem de milho e concetrado, farelo de soja), houve a consisténcia/concordancia para
com um dos géneros mais predominante nos estudos, o género Entodinium. No nosso estudo, o
género Dasytricha teve a porcentagem menor de 1%.

Embora ndo abundante no nosso estudo, o género Isotricha foi detectado em todos
periodos de crescimento dos bezerros, um registro também observado em outros trabalhos
anteriores, porém, a partir de trés meses de vida dos hospedeiros (GUO et al., 2020). As espécies
pertencentes aos géneros Isotricha e Dasytricha desempenham papéis muito importantes na
utilizacdo de acucares sollveis e no controle da taxa de fermentagdo de carboidratos (WRIGHT,
2015), o que pode significar, de que, a sele¢do desses protozoarios no rimen de bezerros pode ter
sido impulsionada pelo contetdo de fibra alimentar fornecida aos animais no nosso estudo

(silagem de milho). Além disso, as espécies do género Entodinium e os Isotriquideos (Isotricha e
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Dasytricha), tém sido apontados dentre os protozodrios ciliados do rimen, como 0s que iniciam a
colonizar este ecossistema (FONTY, et al., 1983) e, a abundancia destes géneros, Entodinium,
Isotricha, Dasytricha e Polyplastron, no rimen, pode indicar a sua relacdo com o tipo de dieta
oferecida aos animais nessas fases de crescimento (GUO et al., 2020).

A presenca de géneros de ciliados como Arcuospathidium (Haptoria), Epiphyllum
(Haptoria), Amphileptus (Haptoria) e Didinium (Haptoria) no rimen de bezerros em crescimento
pode ser explicado com a possibilidade de estarem presentes nos alimentos e agua 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 aquéticos (VDACNY et al., 2014; HUANG
etal., 2018).

Para além de géneros de protozoérios, géneros de fungos foram detectados, Thermomyces
(Ascomycota), Malassezia (Basidiomycota), Tulasnella (Basidiomycota), porém, com uma
porcentagem inferior de menos de 1%. Os fungos anaerdbios estritos do rimen podem
representar 8% da biomassa microbiana nos animais que recebem dieta rica em fibras (AKIN,
1987). Dentro do rumen, as células vegetais mais velhas sdo recobertas por lignina, cutina,
taninos e silica, o que dificulta a adesdo e consequente acdo dos microrganismos ruminais a
parede celular. Por isso, a degradacdo dessas células € feita preferencialmente de dentro para fora
e os fungos sdo os Unicos microrganismos do rimen capazes dessa a¢do, permitindo que outros
microrganismos possam continuar a digestdo das proteinas e carboidratos vegetais (DE
ALMEIDA, 2009). A deteccao de fungos em bezerros (DIAS et al., 2017) e cordeiros (JIAO et
al., 2015), ja foi registrado com tempo de vida menor, 7 dias, e com um tempo de vida superior
de um més em hospedeiros como iaque (GUO et al.,, 2020). Os fungos séo eucariotos e
componentes importantes da microbiota ruminal (O’HARA et al., 2020) podendo apresentar uma
densidade de 10° a 10° individuos/ml (AGARWAL et al., 2015; ROSSI et al., 2017), essa
densidade, pode representar a importancia dos fungos no desenvolvimento do rimen durante os
primeiros estagios de vida e crescimento dos ruminantes. Porém, € importante destacar aqui que o
marcador molecular 18S ndo € o mais adequado para a identificagdo de fungos. E que apesar de
alguns taxons terem sido detectados utilizando esse marcador, para uma classificagdo mais
precisa dos fungos presentes no ambiente ruminal é necessario utilizar o marcador molecular ITS.

Neste trabalho, registramos que houve diferenca significativa em relacdo aos grupos dos

animais eficientes e ndo eficientes. De acordo com indice de diversidade de Shannon, em animais
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eficientes, hd maior diversidade de ciliados apesar de menor abundancia. Este resultado de maior
diversidade, pode indicar a influéncia de protozoarios do rimen sobre a eficiéncia alimentar dos
bezerros, uma vez acreditar-se que a microbiota do riamen afeta a eficiéncia 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 producéo sobre
0s bezerros com mesma quantidade ou menos alimento, menor necessidade de mao-de-obra,
menor necessidade de areas de pastagem e menor consumo de alimento (GOMES et al., 2012).
No entanto, estudos sdo necessarios para melhor compreessdao de grupos especificos de
protozoérios ciliados relacionados na eficiéncia.

Baseando-se em andlises de coordenadas principais (PCoA), a estrutura da comunidade de
eucariotos no rimen 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 0s estagios
de crescimento dos bezerros e os grupos de animais (eficiente e ndo eficiente), podem contribuir
para o estabelecimento sucessivo da microbiota ruminal, em especial protozoérios ciliados. Um
estudo feito por GUO et al. (2020) sobre o levantamento da microbiota ruminal em iaques
domésticos durante diferentes estagios de crescimento, ndo foi clara a separacao dos protozoarios
e fungos ao longo das diferentes fases de crescimento dos animais. Essa diferenga pode ser
devido a influéncia dos fatores do hospedeiro e dieta fornecida, porque a mudanga da microbiota
ao longo da vida dos animais € bastante sensivel a vérios fatores incluindo dieta e o tipo de
hospedeiro. Para além disso, ja foi demonstrado que a comunidade de protozoarios no rimen
muda ao longo do tempo dos hospedeiros, apesar de ser de forma ligeira (HUWS et al., 2018),
sugerindo que as comunidades de protozoarios e fungos podem ser pouco sensiveis a mudancas
de tempo.

Caracterizar a microbiota que coloniza o ramen em especial ciliados, pode ser
importante para saber quando essa microbiota se estabelece. Isso fornece informacgdes para
potenciais manipulacdes (estratégias de inoculacdo), pois € mais dificil alterar a microbiota
totalmente estabelecida ja na fase adulta dos animais (ZHOU et al., 2018). Portanto, estudos
futuros sdo necessarios para identificar até que ponto os taxons registrados por idade sdo

indicativos do desenvolvimento normal da microbiota ruminal.
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6.6 CONCLUSAO

Este estudo apresentou aquilo que pode ser a estrutura da comunidade microbiana
(protozoarios ciliados) do ramen de bezerros em quatro fases durante a colonizagdo microbiana
do ramen dos animais alimentados essencialmente de silagem de milho e concentrado. Os
resultados revelaram a predominancia do filo Ciliophora nos quatro estagios. Os géneros
Entodinium, Polyplastron e Isotricha foram detectados nos quatro estagios de crescimento dos
bezerros. Os estagios 60 dias e 120 dias, registraram mais géneros (seis) de ciliados do ramen,
Entodinium, Polyplastron, Isotricha, Metadinium, Dasytricha e Eremoplastron. A estrutura da
ciliatofauna no rimen de bezerros foi claramente separada pelos diferentes grupos de eficiéncia
alimentar. As informacGes obtidas neste estudo podem ser vitais para o desenvolvimento futuro

de estratégias para manipular (transferir) os ciliados no ramen de bezerros.
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7- CONSIDERA(;OES FINAIS
A partir dos resultados obtidos nesta tese, podemos tirar as seguintes consideragdes finais:

1) As espécies de ciliados do ramen associadas a caprinos formam um grupo merofilético
e a idade maxima e minima de 8.2Ma e 2.4Ma, foi proposta para estas espécies. Com esta
informacdo, permite ainda dizer que, nos periodos Neogene e Quaternario j& era possivel a
diversificacdo dos ciliados de caprinos, visto que nessa época o nicho para sua colonizacdo ja era
disponivel. Com esta tese, mostramos a ocorréncia de 72 espécies de ciliados do ramen em
caprinos registradas em 13 paises.

2) O conhecimento sobre protozoarios ciliados do trato gastrointestinal de hospedeiros
ruminantes em paises da Africa ainda ¢ bastante limitado. Apesar disso, nesta tese trazemos mais
informac@es para o continente ao fazermos o primeiro registro de ciliados do rimen de caprinos
de Mocambique. Registramos 47 espécies de protozoarios ciliados ocorrendo em caprinos de
Mogambique. Mostramos que ampliando o processo de coleta nas localidades africanas e
algumas zonas de dificil acesso, essas regifes, podem apresentar ainda mais surpresas na
diversidade e abundancia de ciliados do rimen ainda desconhecidos.

3) A utilizacdo do dataset concatenado sugeriu ser uma alternativa para inferir as relagdes
filogenéticas entre os taxons de ciliados do rumen pelo fato de termos recuperado valores de
suporte elevados na topologia concatenada entre dataset ITS e dataset 18S. Porém, ha
necessidades de mais estudos que utilizem um nimero consideravelmente maior de sequéncias.
Além disso, esta tese contribui ao incluir onze sequéncias novas com ITS nos bancos de dados.

4) A PCoA ressalta que a estrutura da comunidade de eucariotos no rumen de bezerros foi
claramente separada entre grupos por idade e em animais eficientes, ha uma maior diversidade
de ciliados e uma menor abundéncia. Estudar o estabelecimento sucessivo de ciliados no
ambiente ruminal € um tipo de pesquisa que precisa ocupar um espago maior em aspectos sobre a
microbiota do rumen, pois é importante para se saber quando os protozoarios ciliados se
estabelecem no rdmen, para que possamos ter informacgdes relevantes das fases e momentos
exatos da vida dos animais, para potenciais manipulacdes. Neste trabalho, registramos os géneros
Entodinium, Polyplastron e Isotricha no estagio 42 dias; Entodinium, Polyplastron, Isotricha,
Metadinium, Dasytricha e Eremoplastron no estadgio 60 dias; Entodinium, Polyplastron e
Isotricha no estagio 80 dias e os géneros Entodinium, Polyplastron, Isotricha, Metadinium,
Dasytricha e Eremoplastron no estagio 120 dias de vida dos bezerros.
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5) As informacgdes obtidas nesta tese podem contribuir para o conhecimento da
ciliatofauna em mamiferos herbivoros ruminantes, porém, estudos relacionados sdo necessarios
para uma melhor compreensdo da taxonomia, filogenia e aspectos moleculares de ciliados do
ramen utilizando outras técnicas disponiveis, como por exemplo o protargol e o uso de MEV para
ciliados do ramen. Igualmente, sdo necessarios estudos para identificar até que ponto os taxons

registrados por idade sdo indicativos do desenvolvimento normal da microbiota ruminal.
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ANEXO A. Numero de acesso no Genbank das espécies de protistas ciliados usadas para as
inferéncias filogenéticas. (Capitulo 1)

NUumerode  Ndmero de
Espécies acesso no pares de Referéncias
Genbank base (pb)
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



Isotricha_intestinalis
Isotricha_prostoma
Polyplastron_multivesiculatum
Ostracodinium_dentatum
Enoploplastron_triloricatum
Enoploplastron_triloricatum
Dasytricha_ruminantium
Entodinium_simplex
Ophryoscolex_caudatus
Eremoplastron_rostratum
Anoplodinium_denticulatum
Entodinium_furca
Eremoplastron_dilobum
Eremoplastron_neglectum
Epidinium_ecaudatum
Entodinium_longinucleatum
Cycloposthium_bipalmatum
Triplumaria_selenica
Raabena_bella
Blepharocorys_curvigula
Ostracodinium_trivesiculatum
Eudiplodinium_rostratum
Balantidium_coli
Bundleia_postciliata
Polydiniella_mysorea
Bundleia_benbrooki
Bundleia_nana
Diplodinium_dentatum
Eudiplodinium_maggii
Metadinium_medium

Metadinium_minorum

AM158453.1
AM158454.1
AM158458.1
AM158460.1
AM158461.1
AM158462.1
AM158463.1
AM158466.1
AM158467.1
AM158469.1
AM158470.1
AM158471.1
AM158472.1
AM158473.1
AM158474.1
AB481099.1
AB530165.1
AB533538.1
AB534183.1
AB534184.1
AB536718.1
AB536716.1
GQ903678.1
AB555709.1
AB555710.1
AB555711.1
AB555712.1
JN116196.1
JN116201.1
JN116208.1
JN116224.1

1639 pb
1640 pb
1639 pb
1637 pb
1637 pb
1639 pb
1635 pb
1647 pb
1635 pb
1635 pb
1637 pb
1638 pb
1636 pb
1637 pb
1637 pb
1594 pb
1640 pb
1639 pb
1640 pb
1643 pb
1594 pb
1591 pb
1542 pb
1560 pb
1557 pb
1555 pb
1560 pb
1363 pb
1317 pb
1362 pb
1364 pb
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Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Moon-van der Staay et al., 2005
Ito et al., 2010
Imai et al., 2009
Ito et al., 2010
Ito et al., 2010
Ito et al., 2010
Ito et al., 2009
Ito et al., 2010
Nilles & Rivera, 2010
Imai et al., 2010
Imai et al., 2010
Imai et al., 2010
Imai et al., 2010
Tymensen et al., 2012
Tymensen et al., 2012
Tymensen et al., 2012
Tymensen et al., 2012



Diploplastron_affine
Bozasella_gracilis
Triplumaria_solea
Triplumaria_sukuna
Triplumaria_dvoinosi
Triplumaria_fulgora
Triplumaria_harpagonis
Gassovskiella_galea
Spirodinium_equi
Triadinium_caudatum
Tetratoxum_parvum
Tetratoxum_excavatum
Pseudoentodinium_elephantis
Ochoterenaia_appendiculata
Circodinium_minimum
Blepharocorys_angusta
Blepharocorys_jubata
Buxtonella_sulcata
Helicozoster indicus
Latteuria_polyfaria
Latteuria_media
Paraisotricha_minuta
Sulcoarcus_pellucidulus
Didesmis_ovalis
Alloiozona_trizona
Ostracodinium_rugoloricatum
Ostracodinium_clipeolum
Ostracodinium_gracile
Balantidium_duodeni
Balantidium_polyvacuolum

Charonina_ventriculi

JN116225.1
AB793744.1
AB793745.1
AB793777.1
AB793778.1
AB793781.1
AB793782.1
AB793783.1
AB794092.1
AB794968.1
AB794969.1
AB794971.1
AB794972.1
AB794973.1
AB794974.1
AB794976.1
AB794977.1
AB794979.1
AB794981.1
AB794982.1
AB794983.1
AB794984.1
AB795024.1
AB795025.1
AB795026.1
KF981799.1
KF981800.1
KF981801.1
KM057846.1
KJ124724.1
KJ870174.1

1363 pb
1556 pb
1557 pb
1556 pb
1556 pb
1556 pb
1556 pb
1561 pb
1559 pb
1558 pb
1556 pb
1556 pb
1559 pb
1560 pb
1560 pb
1560 pb
1561 pb
1559 pb
1563 pb
1559 pb
1562 pb
1559 pb
1564 pb
1558 pb
1562 pb
1475 pb
1503 pb
1530 pb
1641 pb
1636 pb
1537 pb

Tymensen et al., 2012

Itoetal., 2014
Ito etal., 2014
Itoetal., 2014
Ito etal., 2014
Ito et al., 2014
Itoetal., 2014
Itoetal., 2014
Itoetal., 2014
Itoetal., 2014
Ito etal., 2014
Ito et al., 2014
Itoetal., 2014
ltoetal., 2014
Ito et al., 2014
Ito etal., 2014
Itoetal., 2014
Itoetal., 2014
Itoetal., 2014
Ito et al., 2014
Itoetal., 2014
Itoetal., 2014
Itoetal., 2014
Ito etal., 2014
Ito et al., 2014

Rossi et al., 2013

Rossi et al., 2013

Rossi et al., 2013
Chistyakova et al., 2014

Li, 2014

Kittelmann et al., 2015
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Eodinium_posterovesiculatum
Diplodinium_anisacanthum
Balantidium_grimi

Spathidium_papilliferum

KX219655.1
KX219656.1
MG837094.1
KY556649.1

1457 pb
1780 pb
1640 pb
1593 pb

Cedrola et al., 2016
Cedrola et al., 2016
Zhao et al., 2018
Jang et al., 2017
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020)

ANEXO B. Numero de acesso no Genbank das espécies de protistas ciliados usadas para as
inferéncias filogenéticas com marcadores ITS e 18S (Capitulo 3).

Espécies/Familia Numerode Numero NuUmerode NuUmero Referéncias
acesso no de acesso no de
Genbank pares Genbank pares
(ITS) de base (189) de base
(pb) (pb)
Isotricha_prostoma Present study 659 pb  AM158454.1 1640 pb Moon-van der Staay et al.,
(Isotrichidae Stein, 1889) 2005
Diplodinium_polygonale Present study 547 pb  ON228651.1 1431pb Cedrolaetal., 2022
(Ophryoscolecidae Stein,
1858)
Diplodinium_anisacanthum Present study 474pb  KX219656.1 1780 pb Cedrolaetal., 2022
(Ophryoscolecidae Stein,1858)
Diplodinium_triacanthum Present study 438 pb  Not available Not available
(OphryoscolecidaeStein, 1858)
Enoploplastron_triloricatum Present study 504 pb  AM158462.1 1639 pb Moon-van der Staay et al.,
(OphryoscolecidaeStein, 1858) 2005
Eudiplodinium_maggii Present study 505pb  AM158452.1 1636 pb Moon-van der Staay et al.,
(Ophryoscolecidae Stein, 2005
1858)
Ostracodinium_rugoloricatum  Present study 505pb  KF981799.1 1475pb Rossietal., 2013
(Ophryoscolecidae Stein, 1858
)
Metadinium_medium Present study 503 pb  AB535215.1 1593 pb Itoetal., 2010
(Ophryoscolecidae Stein,
1858)
Elytroplastron_bubali Present study 406 pb  ON228654.1 1457 pb Cedrolaetal., 2022
(Ophryoscolecidae Stein, 1858
)
Polyplastron_multivesiculatum Present study 553 pb ~ AM158459.1 1639 pb Moon-van der Staay et al.,
(Ophryoscolecidae Stein, 2005
1858)
Eremoplastron_dilobum Present study 506 pb  AM158472.1 1636 pb Moon-van der Staay et al.,

(Ophryoscolecidae Stein,

1858)

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

Troglodytella_abrassarti
(Troglodytellidae Coliss, 1979

)

Neobalantidium_coli
(Balantidiidae Reichenow,
1929)

Balantidium_coli
(BalantidiidaeReichenow,
1929)

Buxtonella_like
(Pycnotrichidae Poche, 1913)

JQ073356.1 531 pb

EU680312.1 418pb  AB437346.1

KJ170368.1

AMO982726.1 401pb  AM982723.1

JQ073375.1 535pb  JQO073328.1

1616 pb

1636 pb

1634 pb

949 pb
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Modry et al., 2009; Irbis et
al., 2008

Pomajbikova et al.,, 2013,
Ponce-Gordo, 2014

Ponce-Gordo et al., 2008

Pomajbikova et al., 2013

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

ANEXO C . Analises de Centroides de ordenacdo e dispersdo. 042; 060; 080 e 120, sdo estagios

de vida dos bezerros (Capitulo 4)

Ordination Centroids and Dispersion Labeled: Aitchison Distance

0.05
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|
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0.00 0.05 0.10
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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

ANEXO D. Abundéancia em nivel do filo em porcentagem (Capitulo 4)

185

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 210800 21 1200 300420 300600 300800 30_1200 320600 320800 32_1200 35.042D 35.060D 35.080D 351200 38.0420 38.080D 38.120D 39.060D 39.080D 39 120D

Apicomplexa 0 0 0000101 0 0 0 258E05 0 0 0.000102 0000293 0.005667 5.65E-05 0 0 0 0 L76E05 291605 258E-05 0 0 0000101 0 42905 0 0 0 634E05 0 0 0 0 0 740E-05

Ascomycota 6.63E-05 0 0 0 0 0 0.000187 0 0 0 0.000136 0 0.000254 0 0.001665 8.80E-06 8.66E-05 0 0 6.45E-05 0 0 5.03t-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 0.000214 0 0 0 0 0 0 0 0

Bicosoecida 0 0 0 295E-05 0 0 0 0 138605 0 0000121 0 0 0 0.000737 0 0.00045 0 218605 0 0 0000258 0 0 0 0 9.56E-05 0 45305 0 0 0.000405 0 0

Cercozoa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.00E-05 0 0 0 0 0 0 2.34£-05 0 2.58E-05 0 0 5.03t-05 0 0 0.000231 0 0 0 0 1.28E-05 0 0 0.000248 0

Ciliophora 0.999934 1 0999899 0.99997 1 1 0.999787 1 0999986 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 09998 099827 0.975817 0.999904 0.999873 0.999955 0.999987 1 0999509 0.999752 0.999926

Desulfobacterota 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 3.58E-05 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Dinoflagellata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 286E-05 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 2.12E-05 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 0.002527 0 0 0 0 0 0 0 0

Vertebrata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.14E-05 1.36E-05 0 4326-05 0 2.35E-05 0 1.46E-05 0 0 0 0 0 0 0 0.020851 0 0 0 0 0 0 0 0

ANEXO E. Abundéancia do género Polyplastron em cada amostra e periodo em porcentagem (Capitulo 4)

genus 01_042D 01_060D 01_080D 01_1200 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
Polyplastron ~ 0.09492 0 0.09439 0.07074 0.09341 0.0693 0.1067 0.08522 0.14759 0.0722 0.07134 0.11342 0.0837 0.10738 0.02052 0.09505 0.00406 0.10263 0.00169 0.07867 0.08053 (1] 0 0.10367 0 0.07571 0.10028 0.00981 0.10585 0.07173 0.07754 0.07422 0.05965 0.11268 0.12161 0.04615
Polyplastron 0 1] 0 0 0 1] 0 0 0 0 1] 0 1] 0 001238 0 0.00069 0 000223 0 1] 1] 0 0 0 [} 0 0.00542 0 0 0 0 0 0 1] 0
Polyplastron 0 0 0.00115 0.00094 0 [} 0 0 0 0 0.00112 0 0.00693 0 0 [} 0 (1] 0 0 0.00064 (1] o ) 0 0.00112 0 0 ) [} 1] 0 0 0.00057 0 0.00116
Polyplastron 0 1] 0 0 0 1] 0 0 0 0 [} 1] 1] 0 0 0 [} 0 0 0 0.00504 ] 0 0 0 0.00094 0 0 0 0 0 0 0 0 1] 0
Polyplastron 1] ¢ 0.00476 0 0 1] 0 0 0 0 0.00067 0.00052 0.00058 0.00051 0 1] [} 0 0 0 0 1] [ 0 1] ¢ 0.00046 0 0 1] 1] 0 0 0 0.00056 0.00058
Polyplastron 0 [} 0 0 0 [} 0 0 0 0 [} 0 0.00372 0 0 0 [} 0 0 0 0 0 0 0 0 [} 0 0 0 1] [} 0 0 1] 0 0.00067
Polyplastron 0 1] 0 0 0 0 0.00144 0 0 [} 1] 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 000277 ] [} 0 0 1] 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00177 0
Polyplastron 0 [} 0 0 0 [} o 0 0 0 0.00069 0 0.00259 0 0 0 [} 0 [ 0 0 0 0 0 0 [} 0 0 0 0 [} 0 0 0 0 0.00072
Polyplastron 1] 1] 0 0 0 [} 0 0 0 1] 1] 0 0.00241 0 0 1] [} 0 0 0 [} 1] 0 0 1] [} 0 0 0 1] 1] 0 0 1] 0 0.00066
Polyplastron ~ 0.00055 ¢ 0.00041 0 0.00054 [} 0 0 0 1] ¢ 0.00046 0 0.00049 0 0 [} 0 0 0 0.00062 1] 0 0 0 0 0.001%8 0 0 0.00057 [} 0 0 0 0.00052 0
Polyplastron 0 o 0 0.00045 0 0o o 0 0.00034 0.00044 o 0 0 0 0 0 0 0.00046 0 0 0 o 0 0 0 o 0 0 0 0 0.00191 0 0 ] o 0
Polyplastron 1] [} 0 0 0 [} 0 0 0 0.0016 [} 0 1] 0 0 0 0 0.00064 0 0 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 0 0.00052 0 0 1] [} 0
Polyplastron ] o 0 0 0 0 o 0 0 ] o 0 0 0 0 0 o 0 0 0.00139 o U] 0 0 0 o 0 0 0 ] o 0 0 0 o 0
Polyplastron 1] 1] 0 0 0 [} 0 0 0 1] 1] [} 1] 0 0 1] [} 0 0 0 [} 1] 0 0 1] [} 0 0 0 1] 1] 0 0 0 0.00132 0
Polyplastron 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 1] [} 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 0 0.00132 0 0 1] [} 0
Polyplastron ] o 0 0 0 0 00012 0 0 ] o 0 o 0 0 0 o o 0 0 0 o 0 0 0 o 0 0 0 ] o 0 0 0 o 0
Polyplastron 1] [} 0 0 0 [} 0 0 0 1] [} 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0.00099 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 1] [} 0 0 0 1} 0
Polyplastron ] o 0 0 0 0 0.00085 0 0 ] o 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 o 0 0 0 o 0 0 0 ] o 0 0 0 o 0
Polyplastron 1] [} 0 0 0 [} 0 0 0 1] 1] 0 1] 0 0 0.00074 [} 0 0 0 [} 1] 0 0 1] [} 0 0 0 1] 1] 0 0 1] 1} 0
Polyplastron 0 1] 0 0 0 0.00072 0 0 0 0 1] 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 0 [} 0 0 0 [} 0
Polyplastron ] o 0 0 0 0 o 0 0 ] o 0 0.0007 0 0 0 o o 0 0 0 o 0 0 ] o 0 0 0 ] o 0 0 ] o 0
Polyplastron 0 [} 0 0 0 0.00058 0 0 0 1] 1] 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 0 1] 0 0 0 [} 0 0 0 1] [} 0 0 0 1} 0
Polyplastron  0.00048 o 0 0 0 0 0 0 0 ] o 0 o 0 0 0 0 o 0 0 0 o 0 0 0 o 0 0 0 ] o 0 0 0 o 0
Polyplastron 1] [} 0 0 0 [} 0 0 0 1] 1] 0 1] 0 0 1] [} 0 0 0 [} 1] 0 0.00018 1] [} 0 0 0 1] 1] 0 0 1] [} 0



ANEXO F. Abundanc do género Entodinium em cada amostra e periodo (Capitulo 4)

genus
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium
Entodinium

01_042D 01_060D 01_080D 01_120D 05_060D 05_080D 05_120D

0.37722
0.03413
0.05566
0.04472

o

0.03755
0.02383
0.01296
0.00129
0.00153

[

[
0

¢}
0.00089

©cooocoococoooocooo

0.00061
[
0.00087
o
[}

[}
0.00048

coooo

0.00088

coooooooooo

0.00035

cocooooo

0.00044

ocooocooo

0.00092

coo

3439
0.00446
0.02841
0.00924
0.00867
0.00268

[}
0.00268

©C000O000DO00O0O00000000D00000000000000000000000000000000000000000000O0O00O0

0.29848
0.02599
0.08415
0.03906

o
0.03128
0.01922
0.01188

cooocoo

0.00159
o

o
o
0.00086
o
o
0.00079

o
0.00321
o
5}
¢}
o
o
0.00064
o

o
0.00092

coocoo

0.00062

coocoooooooo

0.0003

0.00192

ocooooooocoo

0.00177
o
o
o
[
0.00049

o
s}

0.35827
0.02165
0.04181
0.04267
o
0.02311
0.01077
0.00726
[
o
o
0.00467
3}
o
o
0.00095

o
0.00111
o

ocooooo

0.00085
o

0.001

[
0.00044

0.00075

coooooo

0.00051
o
0.00185

o
0.00227
o
o
o
0.00065
0.00071
0.00051
o

o
o
o
o
o
o
3}
o
0.00041
[
o
o
o
3}
o
o
[
o
o

o
0.00067

0.40504 0.35892
0.01837 0.02552
0.07242 0.08522
0.03319 0.03707

o o
0.04852 0.05398
0.01269 0.01808
0.00788  0.0137
0.00655  0.0013
0.00629
0.00576

o
0.00554

cocooocoooocoo

o o
0.00048 0.00334
[

o

o o
[ o
o [
0 0.00279

o

0.00092 0.00276
0.00072 [
o

0.00069 [
0.00261
o

[

o

[
0.00241
o

o
o
0.00051 0.00091
0.00052 0.00234
0.00143

cocooocoooo

oo

o
0.00044 0.00226

0.31874
0.04329
0.07168
0.05559

o
0.04386
0.03044.
0.01342

o

10_042D 10_060D 10_080D

0.39365
0.03253
0.08159
0.04746
o
0.0387
0.02516
0.01406
o

[

o
0.00199

o

ocoo

o
0.00086
o

o
0.00129
0.00069
o
[
o
0.00069
o

o
0.00099

©coooocooooo0oo

0.00083
0.00081
[

o
0.00056
0.00027

o

o

0.00036

0000000000000 00000000O0O0

0.27754
0.06733
0.09289
0.08974
o
0.0609
0.04904
0.01734
o

coocoo

o
o
8
3
8
N

©coooocoooooo0o0o0o0o0o0

0.37197
0.03058
0.07127
0.0409
o
0.02463
0.015
0.00734
o

o

o
0.00554
o

o

o
0.00426
o
0.00366
o

o
0.00338
o

o

o
0.00209
0.00306

o
0.00278

cooooo

0.00245
o
0.00243

o
0.00239
0.00237

o
0.00126

o

0.0023
o

o
0.00224

186

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

0.27129
0.02214
0.05945
0.05106
o
0.02968
0.01651
0.0126
o

ocooo

o
0.00502
o

o
o
o
0.00341

000000000000 000000000000

0.34503
0.04045
0.05863
0.05205

o
0.03748
0.02977
0.01664

©C000O000D00000O000000000000000000000

0.00107

o
o
8
S
N
©

coooo

0.00074
o

0.00035

©co0o0oo0o0o00000O0OOO0OOO0OOO0O

0.31217
0.01806
0.04855
0.03954

o
0.03301
0.01502
0.01302

0.00042
0.00274
0.00066
o
¢}

o
0.00103

coooo

0.00159

cooocoo

0.00179

ocooocooo

0.00192
[
o
0.00187
[}
0.00033

0
0.00184
0.00181

ocooooo

0.00173

0.33806
0.03582
0.07993
0.04881

o
0.03801

0.00055

©cocoocoooooooo

0.00088
0.00109

cooooocoo

0.00042

0.00029

co0ocoo0o0o0o0o0O0O0O0OOO0OOOOOOO

0.34725

0.104
0.02947
0.01885
0.08441
0.00184

0.00889

0.0005:

000000 0000000000000 000000000000000000O0O0

0.00104

0.00216

cooooooococoocooo0oo

0.00054

cooooo

0.35201
0.03654
0.06656
0.04341

o

0.0402
0.02659
0.01377

o

0.0005:

0.00134
0.00046

0.00172
3}

0.28813
0.16344
0.07106
0.07358
0.06833
0.01086

0.04309

cocoocooooocooo

0.00042

©Coco0o0oo0o00O0O0O0OO0O0OO0O0O0O0O0D0O

0.00234

cooocoo

0.00216

o

0.00124

o

cooo

0.00117

ocooooooocoo

0.00025

ocooooo

0.35757
0.02588
0.06797
0.04334

o

0.03453
0.01781
0.01138
0.00121
o
o
0.00282
3}
o
o
0.00108

o
0.00116

ocoooooo

0.00094

o
0.00088
0.00074

©cooooooocoo

0.00053

o
0.00139
0.00056

0.47473
0.08454
0.02512
0.01789
0.03168
0.00051

0.00867

o
o
2
Noooocoooocoooooooo

©cocooocoooocooooo0o0o0

0.33952
0.02044.
0.06452
0.03608
o
0.03004
0.0148
0.01003
o

o
0.00081
0.00053

0.00082
o
0.00247

coooocoo

0.00051
0.0008
[

[
0.00051

©cocoocooooocooo0o0o0o0

0.00045

©coooooooooo

0.349
0.02828
0.04541
0.04028

o
0.02915
0.01812
0.00716
0.00132
0.00484.

o

0.00245
[
0.00547

o
0.00416
o

0.00341

©cocooococoooo

0.00274

o
0.00261

cococooocoooo

0.00051
0.00014

ocooooocoo

0.00046
o

0.00044
o
o
o
o
0.00189
0.00189
0.00189
0.00185

©cocooocoo

0.00173

ococoo

0.25506
0.00042
0.00167
0.00203

00 0000000000000 00000000000000000000000000000000000000000000000000000O00

0.38066
o
0.00014
o

0000000000000 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000O0O0

0.387
0.03712
0.05677
0.04819

o
0.03481
0.02832
0.01535

o

ocoooooo

o
0.00067
o

o
0.00132
o

o
o
o
0.00066

©cooocooooooo0o0o0o0o0

0.00108
8.39E-05

coocoo

0.00051
o

0.00041

000000000000 000000000O0O0

0.85366
0.00039
0.00292
0.0014
o

o

o
0.00073

000000000000 000000000000000000000000000000000000000000000000000O000

0.44138
0.02559
0.03981
0.03626

4
0.03223

0.35883
0.0322
0.04
0.0368

o

0.03251
0.0207
0.0089

0.00132

0.00163

ocooocoo

0.00116

©cooocoocooooo0o

0.0006

0.00076

cocooooooo

0.00046

0.33575
0.08721
0.02155
0.01321
0.01912
0.01697

0.00605
[
[
o
0.00134

©cooooocoooooo

0.00102

©cocoocooooococoocoo0oo

0.00086

cooocoo

0.00046
[
0.00116

cooooooococooooo0oo0

0.00177
o

o
0.00173
o
o
o

0.35025
0.04759
0.07816
0.05866
o
0.04515
0.03416
0.01465
[
o
o
0.00135

o

ocoo

o
0.0008
o

[}
0.00132
o

0.00069

cocooocoooo

0.00136
0.00017

ocoooooo

0.00052

©Co0o0oo00O0OO0OOCOOODOOOOCOOOOOOOO

0.51379
0.02665
0.04021
0.03465
o
0.02806
0.01758
0.0099
0.00119

0.0005:

ofoooocoo

0.00057

coooooo

0.00037
o
[}
o
0.00058

o
0.0008

cocooocoooo

0.00055
o
[
o
o
0.00025
¢}
o
[
0.00035

0.39681
0.02281
0.05476
0.04071
3}
0.02789
0.01326
0.00999
o
o
o
0.00283

o

o
0.00089
0.00109

o
0.00108
s}
o
0.00071

0.00052
5}
0.00188
0.00011
o
o
o
0.00052
o

o
0.00065
0.00064

©C0o0o0O00O0OO0OO0OOO0OOO0OO0O0O0OO0O0O0OO

0.00065

0.21568
0.03018
0.14218
0.04039
o
0.04237
0.02135
0.01133
0.00105
o
o
o
0.00103

0
0
o
o
[
[
o
[
[
o
o
o
[

0
0.00078
o

o
0.00051

cocooocoooo

0.00079
0.00074
o

o
0.00047

000000000000 00000000O0O0000D0O0O0

0.38469
0.0225
0.15659
0.03507
o
0.03294
0.0165
0.01027
[

coocoo

0.00079

o

coocoo

o
=
8
3
2
B

0000000000000 0OO0O0O0O0O00O0O0O0

0.35804
0.03665
0.07119
0.05015

o
0.04127
0.02626
0.01435
0.00132

©cocooocooooocooo0o0o0o00000

o
)
8
8
®
)

©coooocooooooo

0.00099
0.00073
o

[
0.00069
o

o
0.00065
[

000000000000 00000000000O0

0.30835
0.04663
0.07626
0.05636

o
0.04722
0.03273
0.01431

©0 0000000000000 000000O0O0

o
o
8
S
a
i

coocoocoooo

0.00117
0.00032

coocoo

0.00034
o

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
[
o
o
[

0.38845
0.0167
0.03688
0.02584.
o
0.02188
0.01275
0.0074
o

ocooo

o
0.00164
o

o
0.0005
o
0.00081

0.00027
o
o
o
o
0.00071
o

o
o

o
0.00079

coooo

0.00074
o

[

o

o
0.00013
o
0.0005
o
0.00026



187

Entodinium ) o o 0 0.00034 0.00171 o 0.00023 o ) o ) o o0.00028 o ) o o0.0002 o 0.00032 o o ) o ) ) o o ) ) 0 0.00028 0.00022 0.00032 o )

Entodinium ) o o o o ) o o o o o o o ) o o o o o o o0.0017 o o o o o o o o o o ) o o o o

Entodinium o o o o o o o o ) o o ) o o o o o o o o 0.00169 o o o ) o o o o o o o o o o o

o o o o.00168 o ) o o ) o o o o o o o o o ) o o ) o o ) o o o o o o ) o o ) o

o o 0 0.00042 o o o o o o.0016 o o o o o o o 0.00041 o o o o o o o o o o o0.0003 o 0.00042 o o o o o

o o o 0 0.00024 0.00159 0 0.00033 o ) o o o o o o o o o o o o o o o o o o ) o o o o o o o

o o o o o o o o ) o ) o o o o o o o o o o o o ) o o o o 0 0.00159 o o o o o

o o o 0.00055 o ) o o o 0.00159 o ) o o o o o o o o o ) o o ) o o o o o o o o o ) o

o o o ) o o o o 0 0.00159 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

o o o o o ) ) o o 0.00158 o ) o o o o o o ) o o ) o o o o o o o o o o o o ) o

o o o o0.00156 o 0 0.00029 o o 0.00044 o o o o o o 0 0.00029 © 0.00034 0.00019 o o o 0 0.00031 o o o o 0.00029 o o o o o

o o o 0 0.00026 0.00155 o 0.00029 o o o o o o o o o o o 0.00024 o o o o o o o o o o o o0.0002 o o o o

o o o 0 0.00155 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o ) o o ) o

o o o o 0 0.00154 o o o o o ) o o o o o 0.00053 o o o o ) o ) o o o o 0 0.00098 o o o o o

o o 0.00154 o o ) o o ) o o o o o o o o o ) o o ) o o ) o o o o o o ) o o o 0.00033

Entodinium o o 0.00051 o o o 0.00044 0 0.00153 o o o o o o o 0.00047 o o o o o 0.00045 o o o 0 0.00037 0.00026 0.00048 o o o 0 0.00031

Entodinium o o 0 0.00044 o ) o 0.00028 0 0.00153 o o o o o o o 0.00034 o o o ) o o0.0002 o o o 0 0.00025 0.00023 0.00032 o o o o 0.00019
o o o o o o o ) ) o ) o o o o o o o o o o o o ) o o o o 0 0.00153 o o o o

o o 0.00034 o o o 0.00039 o ) o 0.00042 o 0.00152 o o o o o o o 0.00023 ) o o o o0.00036 o o o o o o o o 0 0.00034

o o o o o o o o o o ) o o o o o o o 0.00151 o o o o o o o o o o o o o o o

o o o o0.00148 o ) o o o o ) o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

o o o o 0 0.00148 0.00023 o o o o o o0.00026 o o o o 0 0.00022 o o o o o o o o o o o o o o o o

o 0 0.00035 o 0.00041 0 0.00055 o o o 0 0.00055 o 0.00045 o o o o o o o0.0004 o o o o o 0.00147 o 0 0.00041 o o0.00038 o o o.000s8 o

o o o 0.00058 o o ) o 0 0.00147 o ) o ) o o o o o o o o o o o o o o o o o ) o o ) o

o o o o ) o o ) ) o ) o o o o o o o o o ) o o ) o 0.00147 o o o o o o o ) o

o o ) o 0.00032 ) o o ) o o ) o o o o o o ) o o0.00146 ) o o 0 0.00035 0.00036 o o o o o o o ) o

o o o o o o o o o o o o o o o0.00145 o o0.00068 o o0.0008 o o o o o o o o o o o o o o o o o

o o ) o o ) o o o ) o o ) o o ) ) o ) o 0.00144 o ) o o o o o o o o o o o o o

o o o o 0 0.00143 o o ) o o ) o o o o o o o o o o o o ) ) o o o o o o o o o o

o o o o o o o o o o ) o o o o o o o o o o o o o o o0.00141 o o o o o o o o o

o o o 0.00141 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

o o o ) o o o0.00086 o ) o o ) o o o o o o o o 0.00139 ) o o o o o o o o o o o o o o

o o ) o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o.00138 o o o o o o o o o

0.00031 o 0 0.00026 0.00036 0 0.00041 o o o o 0 0.00027 o o o o o 0 0.00025 0.00138 o o o 0 0.00027 0.00037 o 0 0.00031 o o o o o o

) o ) o o o ) o o o o o ) o o o o0.00138 o o o o o o o o ) o o o o o o o o o o

o 0 0.00034 0.00028 o 0 0.00032 o o o 0.00025 0 0.00137 o o o o o 0 0.00024 0.00032 ) o o o o o o o o o o o o o 0.00029

o o ) o 0 0.00137 o ) o o ) o o o o o o ) o o ) o o ) o o o o o o o o o ) o

o o o o o ) o o o o 0 0.00133 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

o 0 0.00042 0.00038 o o 0.00039 o ) o 0.00045 o 0.00132 o o o o o 0 0.00038 0.00039 ) ) o 0 0.00041 o o o o o o o o o 0.00048

o 0 0.00131 o o ) o ) o o ) o o o o o o o o o o o ) o o o ) o o ) o o ) o

o o 0 0.00047 o o o o0.00028 o o0.0013 o ) o o o o o o0.00035 o o o o o 0.00022 ) o o 0 0.00017 0.00022 0.00038 o o o o o

o o o 0.00044 o o o o ) o 0 0.00029 o o o o o o o o0.00129 o o o 0 0.0005 0.00053 o ) o o o o o o o

o o 0.00128 o o o o o ) o o ) ) o o o o o o o o o o o ) ) o o o o o o o o o o

o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o.00128 o o o o o o o o o o o o o o o

o 0 0.00127 o o o o o o o o ) o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

o o ) o o o o o o o o o o o o o ) o o o o0.00126 o o o o o o o o o o o o o o o

o o o o o 0.00126 o o o o o ) o o o o o o o o o o o ) o o o o o o o o o ) o

o o 0.00032 o o ) o o ) o 0.00033 o 0.00124 o o o o o o 0.00022 o ) o o ) o o o o o o ) o o o 0.00026

0.00041 0 0.00074 0.00029 o o 0.00048 0 0.00033 o 0.00072 0 0.00122 0 0.00029 0.0002 0.00021 o 0 0.00028 0.00036 o o o 0 0.00036 0.0001 0.00029 0.00018 o o o o 0 0.00018 0.00059

) 0 0.00121 ) o ) ) o o 0 0.00027 0.00019 0.00023 0.00017 o ) o o ) ) o ) o o o o o0.0002 o ) o o o o 0 0.00024 0.00025

o o o0.0012 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o ) o o o o o o ) o o ) o

o o o o 0 0.00117 o o ) o o ) o o o o o o o o o o o o ) o o o o o o o o o o o

o o o o ) o o o o o o o o o o o o o o o.00116 o o o o o o o o o o o o o o o

o o o o0.00115 o o o o ) o ) o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

o o 0.00045 o o ) o o o o 0.00044 o 0.00114 o o o o o ) o 0.00037 ) o o o o o o o o o ) o o o 0.00032

o o ) o o o o o o o o o 0.00112 o o o o o o o o0.0002 o o o o 0.00019 o o o o o o o o o o

o 0 0.00111 ) o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o ) ) o o o o o o o o o o

o o ) o o o o0.00108 o ) o o ) o o o o o o o o o ) o o ) o o o o o o o o o o o

0.00034. o 0 0.00026 0.00039 o 0.00033 o o o o o 0.00029 o o o o o 0 0.00041 0.00107 o o o 0 0.00046 0.0004 o o o0.0004 o o o o o o

0.00035 o 0 0.00022 0.00031 o 0.00032 o o o o o 0.00036 o o o o o 0 0.00026 0.00105 o o o 0 0.00032 0.00036 o 0 0.00037 o o o o o o

0.00105. o o o o ) ) o ) ) o o ) o o o o o o ) o ) ) o ) ) o o o o o o o o o o

o 0 0.00104 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o ) o o ) o

o o ) o o o 0.00103 o ) o o o o o o o o o o o o ) o o ) o o o o o o o o o o o

o o o o o o ) o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o 0 0.00102 o o o o o

o o o o 0.00036 o o o o o o o 0.00036 o o o o o o o o0.00101 o o o ) o o o o o o o o o o o

o o ) o o o.001 o o o o o o o o o o o ) o o ) o o o o o o o o o ) o o ) o

o o o o o o o o o o o ) o o o o o o o o o o o o o o  o.001 o o o o o o o o o

o o o o o o ) o o o o o o o o 0 0.00097 o o ) o o o o o o o o ) o o o o o o o

o o 0.00096 o o ) o o ) o o 0 0.00039 0.00027 o o ) o o o o ) o o ) o o o o o o o o o o 0.00036

0.00095 o ) o o ) o o ) o o ) o o o o o o ) o o ) o o o o o o o o o ) o o ) o

o 0 0.00094 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

o 0 0.00094 ) o ) ) o ) o o ) o o o o o o o o o ) o o ) o o o o o o o o o o o

o o o o o 0 0.00094 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o ) o o ) o

o o 0.00092 o o o o o o o o ) o o o o o o o o o o o o ) o o o o o o o o o o o

o o 0.0009 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

o o o 0.00019 0 0.00022 ©0.00015 0.00019 o o o ) o 0.00026 o o o o o 0.0009 o o o o ) o o o o o o o o o o o

o o ) o o o o o o o o o o o o o o ) o ) o o o o o o o o  0.0009 ) o o ) o

Entodinium o o o 0.00028 o o 0.00089 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o0.00018 o o o o o o o o o o

Entodinium o 0 0.00043 0.00033 o 0 0.00035 0 0.00022 o 0.00048 0 0.00084 o o ) o 0.0002 0 0.00027 0.00024 o o o0.0002 o 0.00038 o o o0.0002 o 0 0.00031 0 0.00023 0.00026 0.00029

Entodinium o 0 0.00084 o o o 0.00015 o o 0 0.00021 © 0.00035 0.00049 o o o o o ) o o o o ) o o0.0003 o o 0.00025 o ) o ©0.00044 ©0.00021

Entodinium o o o0.00084 o o ) o o ) o 0.00024 o o0.0003 o o o o o ) o o o o o ) o o o o o o ) o ) o

Entodinium o o ) o o 0 0.00083 o o o o o ) o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o

Entodinium ) o ) o o o ) o ) ) o ) o o o o o o ) o o o ) o o o o o o 0 0.00083 o o o ) o

Entodinium o 0 0.00083 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o ) o o o o o o ) o o ) o

Entodinium o o o o o o o o o o o o 0.00081 o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o



188

0

0 0.00081

Entodinium

0

0.0008

0

Entodinium

0.00079

Entodinium

0
0

0 0.00079
0 0.00078

0

0 0.00023

0

0 0.00025

Entodinium

Entodinium

0

0 0.00076

Entodinium

0 0.00073

Entodinium

0

0 0.00073

Entodinium

0

0.0007

0

Entodinium

0

0 0.00069

Entodinium

0

0 0.00069

0 0.00018

0 0.00018 0.00024

Entodinium

0 0.00069

Entodinium

0

0 0.00011

0 0.00068

0

0 0.00019

0 0.00011

0

0 0.00014 0.00015

0

0 0.00021

Entodinium

0

0 0.00067

Entodinium

0 0.00026 0.00036

0 0.00066

0

0.0003

0

0

0 0.00027 0.00024 0.00024 0.00033

0

0 0.00067

Entodinium

Entodinium

0

0 0.00049

0

0 0.00065

Entodinium

0

0 0.00065

Entodinium

0

0 0.00012

0

0 0.00065

0

0 0.00013

0

0 0.00019 0.00015

0 0.00039
0 0.00063

0

0 0.00037

Entodinium

Entodinium

0
0

0 0.00061
0 0.00041

Entodinium

0

0 0.00042

0

0.0002 0.00016 0.00024 0.00027

0 0.00037 0.00017 0.00013 0.00034

0 0.00028

0

0 0.00017 0.00024

0

0 0.0002 0.00028

0 0.00041 0 0.00048

0 0.00019

0 0.00019
0 0.00033

0

0.0006

Entodinium

0 0.00016

0 0.00059
0 0.00059

0

0 0.00019 0.00013

0 0.00027

Entodinium

0 0.00027

Entodinium

0 0.00058

Entodinium

0

0 0.00057

Entodinium

0

0 0.00056

Entodinium

0

0 0.00055

Entodinium

0 0.00055

0 0.00055

Entodinium

0

0 0.00022

0 0.00053

0 0.00017

0.0002

0.00054

Entodinium

0

0 0.0002 0

0

0

Entodinium

0

0 0.00052

Entodinium

0

0 0.00051

Entodinium

0 0.00051

Entodinium

0

0.0005

0

Entodinium

0

0 0.00049

0 0.00018

0

0 0.00022

0

0 0.00023

0

0 0.00025

Entodinium

0

0.0002

0

0 0.00025

0.00049

Entodinium

0 0.00048

Entodinium

0

0 0.00047

Entodinium

0

0 0.00045

0

0 0.00047

0 0.00045

Entodinium

0

Entodinium

0 0.00023

0 0.00015

0

0 0.00045

0 0.00018

Entodinium

0

0 0.00044

Entodinium

0
0

0 0.00044
0 0.00044

0

0 0.00014

Entodinium

Entodinium

0 0.00044

0 0.00044

0

Entodinium

0
0

0 0.00024
0 0.00024

0 0.00013

0 0.00018 0.00025 0

0 0.00017

0

0 0.00026

0.00016

Entodinium

0
0

0 0.0002 0.00019

0 0.00043

0 0.00017

0

0.0002

0 0.00021 0.00022

Entodinium

0 0.00041

Entodinium

0

0 0.00041

Entodinium

0.0004

0

0 0.00012

Entodinium

0

0 0.00039

Entodinium

0

0 0.00039

Entodinium

0

0 0.00038
0 0.00018

0 8.23E-05

Entodinium

0

0 0.00038

Entodinium

0

0 0.00038

0

0 0.00013

0 7.47E-05

0 0.00026 0.00024

Entodinium

0

0 0.00029

0

0 0.00038

0

0 0.00019

0

0 0.00027

0 0.00025

Entodinium

0

0 0.00019 0.00032

0 0.00036

0

0 0.00028

0.0002

0

0

0 0.00024

0 0.00022 0.00016 0.00023

Entodinium

0

0 0.00036

Entodinium

0

0 0.00036

Entodinium

0
0

0 0.00035
0 0.00035

Entodinium

Entodinium

0

0.00035

Entodinium

0 0.00034

Entodinium

0

0 0.00034
0 0.00034
0 0.00011

Entodinium

Entodinium

0

0

0.0001

0

0

0 0.00013

0

0 0.00012

0

0.0001 0.00017

0

0

0 0.00014 0 0 5.98E-05

0 0.00034

0

0 0.00013

Entodinium

0

0 0.00033

Entodinium

[

0 0.00032

Entodinium

0

0 0.00014

0

0 0.00013

0

0 0.00032

Entodinium



189

0 0 0.00026

0 5.23e-05

0

0 8.39E-05

0

0 0.00016

0 0.00031 0.00014 0

0 0.00024

0

0 0.00015

0

0 0.00032

0

Entodinium

0.00032

Entodinium

0 0.00031
0 0.00031

Entodinium

0

Entodinium

0 0.00031

Entodinium

0

0 0.00017
0 7.14E-05

0

0.0003

0

Entodinium

0 0.00012

0

0 0.00028 9.53E-05

0 0.00017 0.00013

0 8.97E-05 0.00011 9.84E-05

0 9.70E-05

Entodinium

0 0.00028

Entodinium

0

0 9.18E-05

0

0 0.00028

Entodinium

0 0.00028
0 0.00028

Entodinium

0

Entodinium

0

0 0.00021

0

0 0.00012 0 0.00024

0 0.00027

Entodinium

0 0.00026

Entodinium

0.00025 0

Entodinium

0 0.00024

0 0.00024

Entodinium

0

0 0.00024

0 0.00024
0 9.49E-05

Entodinium

Entodinium

0

0 7.79€-05 0 0.00024

0 7.54€-05

Entodinium

0

0 0.00024

0

0 0.00013

0

0 0.00016

Entodinium

0 0.00022

0

0 0.00021

Entodinium

0

0.0002

0

0 0.00015

0

0 7.50€-05

Entodinium

0 0.00019

Entodinium

0

0 0.00019

Entodinium

0 0.00016

0

0 7.18E-05

Entodinium

0 0.00015
0 0.00013

Entodinium

0

Entodinium

0 0.00012
0 0.00012

Entodinium

Entodinium

0 0.00012

0 0.00012
0 0.00012

Entodinium

Entodinium

0

Entodinium

0.0001

0

Entodinium

0

0 1.58E-05

0

0.0001

0

Entodinium

0 9.06E-05

Entodinium

0

0 5.38E-05

0

0 8.87E-05

Entodinium

0

0 8.77€-05

0 8.36E-05

Entodinium

0 3.21E-05

0 8.24E-05

0 7.86E-05

3.84E-05

Entodinium

0

0 7.93e-05
0 7.93E-05

Entodinium

Entodinium

0

0 7.89E-05

Entodinium

0

0 6.05E-05

0

0 2.54E-05

0

0 4.44€-05

Entodinium

0 4.85E-05

Entodinium

0

0 4.44€-05

Entodinium

0 4.15E-05

Entodinium

0

0 4.15€-05

Entodinium

0 3.82E-05

Entodinium

0

0 3.67E-05

Entodinium

0

0 3.50E-05

Entodinium

0 2.77€-05

Entodinium

0

0 2.11E-05
0 2.11E-05

Entodinium

Entodinium

0

0 1.99E-05

Entodinium

0

0 1.87E-05

Entodinium

0 1.35E-05

Entodinium

0

0 1.35E-05

Entodinium

0 1.33e-05

Entodinium

0

0 1.17€-05

Entodinium



190

ANEXO G. Artigo publicado na Revista Zootaxa (Capitulo 1).

* Zootaxa 5165 (2): 191-216 . ISSN 1175-5326 (print edition)
s presscomz Article ZOOTAXA
Copyright © 2022 Magnolia Press I55N 1175-3334 (online edition)

https://doiorg/10.11646/zo0taxa. 5165.2.3
hitp://zoobank orgiurn:1sid:zoobank.org:pub:ASTEGOBE-7678-4FBB-8B1C-4838A538DADA

Rumen ciliates (Alveolata, Ciliophora) associated with goats: checklist, geographic
distribution, host specificity, phyvlogeny and molecular dating
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Abstract

Although the diversity (~35 species) and worldwide distribution of goats (Ruminantia, Bovidae, Caprinae) are significant,
studies on the diversity of symbiont ciliates in these mammals are scarce in comparison to other muminants. The present
work 1s a review and checklist of species based on taxonomic, morphologic, and ecologic studies of umen ciliate protozoa
in goats, presenting geographic distribution and hosts, as well as estimating the macroevolutionary relationships of the
species observed m the studies. To that end. all of the available literature on databases was reviewed, the schematic
drawings were made based on information present in the original description of the taxa, and the phylogenetic relationships
were inferred based on Maximum Likelihood and Bayesian Inference analyses. According to our review, 72 species and
14 genera of ciliates have been associated with goats. Through the analysis of the association between ciliate genera and
caprine hosts, 1t was shown that ciliates are more associated with domestic animals (Capra hircus—14 genera) than wild
ones (Rupicapra rupicapra—six genera, Capra ibex—one genus, Capra pyrenaica—one genus). Thirteen countries were
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Svstematic review of the genus Ostracodinium (Ciliophora, Entodiniomorphida,
Ophryoscolecidae) and notes on the taxonomy of Osfracodinium rugoloricatum
Kofoid & MacLennan, 1932
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Abstract

The fanuly Ophryoscolecidae (Ciliophora, Entodimmomorphida) constitutes a diverse and monophyletic group of
symbiotic ciliates of herbivorous mammals. The fanuly includes approximately 200 species, distributed 1n three
subfamilies and sixteen genera. The subfamily Diplodiniinae is the most diverse group in Ophryoscolecidae and
comprises the genus Ostracodinium, which includes species with two retractable ciliary zones in the anterior body
portion. a broad skeletal plate covering almost all the right surface of the body and a variable number of contractile
vacuoles. The genus currently comprises 28 species, classified according to body size and shape, position and shape
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ANEXO I. Capitulo publicado no livro Avangos da Zoologia no Século XXI (PPG-
Biodiversidade e Conservacao da Natureza, UFJF)

CAPITULO 5

ETNOZOOLOGIA NA CONSERVACAO DA FAUNA SILVESTRE:
UM ESTUDO NO PARQUE NACIONAL DAS
QUIRIMBAS EM MOCAMBIQUE

Zacarias Rosalina Joao da Silva

Laboratoric de Protozoologia, Programa de Pods-graduacio em Ciéncias Bioldgicas
(Zoologia), Comportamento e Biologia Animal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade

Federal de Juiz de Fora, CEP 36036-900, Minas Gerais, Brasil.

Contato: zacarosalina@gmail.com

BIODIVERSIDADE

Falar da conservacio das espécies nos remete a um conceito bem conhecido de
hiodiversidade cuja sua definicio tem merecido varios comentirios em varias ireas de
saber, comentdrios estes que sdo importantes para sua melhor compreensdo. O termo
diversidade bioldgica apareceu precocemente, em 1968, no livro A Different Kind of Country,

de autoria do cientista € conservacionista Raymond F. Dasmann. Entretanto, apenas na

década de 1980 se tornou mais corrente no mundo_cientifico. Este termo & uma forma
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ANEXO J. Certificado de autorizacdo de coleta e exportacdo de produtos bioldgicos (Capitulo

2).

@

Repiiblica de Mogambique

MINISTERIO DA AGRICULTURA E DESENVOLVIMENTO RURAL
DIRECCAO NACIONAL DE, VETERINARIA

CERTIFICADO VETERINARIO INTERNACIONAL PARA EXPORTAGCAO
DE PRODUTOS BIOLOGICOS

INTERNATIONAL VETERINARY CERTIFICATE FOR EXPORTATION OF
BIOLOGICAL PRODUCTS

NUMERO DO CERTIFICADO (CERTIFICATE NUMBER) - 02AMOS/DEV/20240

Pals Expontador (Exporfing country): Mogambique {(Mozambique)

Minvisténo o2 (Ministry of) « Ministério da Agricultura e Desenvolvimento Rural
(Mimistry of Agriculture) - Direcgdic Nacional de Veterindria (National Directorate
of Weaterinary) Provinca ou Distrita {Province or District. etc.): Maputo

'L IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS (IDENTIFICATION OF THE PRODUCTS)

Tipo de produtes (Type of products): Amostra de LIQUIDO RUMINAL DE: CAPRINO
(60) : BOVINO {4} ; OVINO {4) (Sample of RUMINAL LIQUID OF: GOAT (60)
BOVINE (04); SHEEP (4).

Para teste de (Test required ): DIAGNOSTICO MOLECULAR E MICROSCOPICA
(MOLECULAR AND MICROSCOPIC TEST).

Pais de destino (Country of destination); BRASIL

Namero de embalagens (humber of packaging unis). 1

Master veterinary import permit N -

. ORIGEM DOS PRODUTOS (ORIGIN OF THE PRODUCTS)
Enderego do estabélecimento de origem (Address of the establishment of orlgin}
UNIVERSIDADE ROVUMA , EXTENSAO DE CABO DELGADO, CAMPUS DE
NCORIPO — AMOSTRAS COLHIDAS EM MONTEPUEZ - ATT DR ZACARIAS ROSALINA
JOAO DA SILVA - CABO DELGADO, MOGAMBIQUE.

Iil. DESTINO DOS PRODUTOS (PRODUCTS DESTINATION)

Local de embargue (load port) : PEMBA — Mogambigue (PEMBA — Mozambique)
Pais e lugar de destino (Country and place of destination): BRASIL (BRASIL -~
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA- RUA JOSE LOURENCO KELMER —
CAMPUS UNIVERSITARIO — SAO PEDRO — CEP 36036-900 ~ JUIZ DE FOR A - MG ).

12< S




Meio de transporte (Means of transport) ————

Flght N9 / Alrway bill N°:

Nome e endorogo do destinatario (Name and address of consignee). UNIVERSIDADE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA- RUA JOSE LOURENCO KELMER - CAMPUS
UNIVERSITARIO — SAO PEDRO — CEP 36036-900~,JU1Z DE FOR A — MG.

IV. CERTIFICACAO (CERTIFICAT

Eu, abaixo assinado, veterindrio oficial da Direcgiio Nacional ¢
Ministério da Agricultura e Desenvolvimento Rural, cedifico que os produtos acima
descrios, obaedecem a0s seguintes requisitos (1, the undersigned, official veterinarian of
the National Directorate of Veterinary of the Ministry of Agriculture hereby carify
that the praducts described above, meet the following requsanents)

~
s heméticaments fe até
BRASIL. ALISE
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ANEXO K. Certificado de aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Embrapa Gado de Leite (Capitulo 4).

E m Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

L]
L1}

MimsTens da Agroufliurs, Peciana & AbasTeclmMenin

CERTIFICADO

Certificamos gue o projeir Intfulado “Estude metabdlice ¢e Mmeas Holandds-Gir
com fenctlpos divergentes para Eficidincla allmentar-, Proiocoio N° 0502015, 500 a
responsabiidade de Femanda Samarinl Machado - gque enwvolve a producdo,
manuiencio efow ulllzagdo o= animals penencenies ao Mo ChorfatE, subdlio
‘Werebrata {(exceto o homem), para fins de pesquisa clentfica - enconira-se de acorda
SOm of preceions da Lel n™ 11.724, de § de owulubro de 2008, @0 Decreio n* E.899, o=
15 e julhd de 2305, & com 3s NoMmas ediiadas peio Conselhd Macional de Controle
da Expermentagdo Anmal (COMCEA), & fol APROVADD pela Comissdo de Etica no
Uso @2 Animals (CEUA) @3 Embrapa Gado o2 Leke, em rewnido ¢e 13/08/2015.

Wigenda do Projeio De 0182015 a 31/11272015

Espécie/Linhagem Bos luwusBovino

N™ ge Animals 36 Bovinos

Pesn/idada 3 - 15 Meses & aproe. 2S50HKg

Sexo Machos { ) Famess ( X |

‘origem Glolenos 03 Embrapa Gado o Lele [ X ) Frigommeo [ )

Llbirpnie, &, 0. 8o b

Wirginia ge SouzZa Columblans Barbosa
Secrelara Aoministrativo da CEUAMEGL 20168

Emivasa Gaclo de Lalle
Fas Cupiivs do Mascimasts 415 — Seers Jorm Ooeoc — MEM-130 st e FomiS
Tt (133 134 4- 7408 Fao- (120 3147437 © n o
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