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Resumo: O rumen ¢ um dos compartimentos do trato-gastrointestinal (TGI) de animais ruminantes e ¢
colonizado por microrganismos anaerdbios, como bactérias, fungos, virus, archeas metanogénicas e
protozoarios. Visando contribuir para o conhecimento da microbiota ruminal, este estudo tem por objetivo
compreender a morfologia e um pouco das relagdes filogenéticas de protozodrios ciliados de caprinos
domésticos. Para tal, a identificacdo dos ciliados foi feita e abundancia genérica estimada utilizando-se
preparacOes semipermanentes a base de iodo. As relacdes filogenéticas foram inferidas baseando-se em
Maiaxima Verossimilhanga. De acordo com as andlises, dez géneros de protozodrios ciliados pertencentes a
duas familias foram identificados. Entodinium foi o género mais abundante e o género menos abundante foi
o Polyplastron. Em termos de prevaléncia, os géneros Entodinium e Dasytricha foram os mais prevalentes
(100%) e Ophryoscolex menos prevalente (28.57%). Os resultados mostram que o rimen dos caprinos
estudados ¢ habitado por dois grupos monofiléticos: Entodiniomorphida e Vestibuliferida.

Palavras-chave: Caprinos, endossimbiontes, protozoarios, ciliados, ramen.

Abstract: The rumen is one of the compartments of the gastrointestinal tract (GIT) in ruminant animals and
is colonized by anaerobic microorganisms such as bacteria, fungi, viruses, methanogenic archaea, and
protozoa. With the aim of contributing to the understanding of ruminal microbiota, this study seeks to
comprehend the morphology and some phylogenetic relationships of ciliated protozoa in domestic goats. For
this purpose, the identification of ciliates was conducted, and the generic abundance was estimated using
semi-permanent iodine-based preparations. Phylogenetic relationships were inferred based on Maximum
Likelihood. According to the analyses, ten genera of ciliated protozoa belonging to two families were
identified. Entodinium was the most abundant genus, while Polyplastron was the least abundant. In terms of
prevalence, the genera Entodinium and Dasytricha were the most prevalent (100%), and Ophryoscolex was
less prevalent (28.57%). The results show that the rumen of the studied goats is inhabited by two
monophyletic groups: Entodiniomorphida and Vestibuliferida.

Keywords: Goats, endosymbionts, protozoa, ciliates, rumen.
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INTRODUCAO

O rumen ¢ um dos compartimentos do trato-gastrointestinal (TGI) de animais ruminantes e
representa um complexo ecossistema, composto principalmente por microrganismos anaerdbios, como
bactérias, fungos, archeas metanogénicas e protozoarios, os quais desempenham importantes funcdes
bioquimicas e fisiologicas para os seus hospedeiros (GURELLI & DAW, 2020). Dentre essas fungdes,
podemos incluir o metabolismo dos nutrientes, pois produzem enzimas capazes de degradar a celulose das
plantas que ¢ ingerida pelos animais, fornecendo energia ao hospedeiro em uma relagdo mutualistica
(GURELLI & DAW, 2020).

Ao contrario por exemplo de suinos, aves e humanos classificados como monogéstricos, 0s
ruminantes desenvolveram um estomago compartimentado com quatro camaras (ramen, reticulo, omaso e
abomaso) em seu TGI onde esses compartimentos sdo colonizados pela microbiota logo que os ruminantes
nascem (XIE et al., 2021; DA SILVA et al., 2022). Essa relagdo, mutualistica, permite a ocorréncia de
processos fermentativos por meio de atividades fisicas e microbioldgicas, o que facilita a transformagao de
componentes provenientes da dieta, em produtos tuteis (dcidos graxos volateis - AGVs, proteina microbiana,
vitaminas) para o hospedeiro (ZEINELDIN et al., 2018). Por sua vez, os hospedeiros mantém a populagdo
microbiana no ramen ao ingerir e triturar os alimentos com regularidade e criam condigdes apropriadas para
o crescimento microbiano, como pH 6ptimo, anaerobiose, temperatura ¢ umidade adequadas (LOZANO et
al.,2017).

Os protozodrios ciliados do rimen sdo classificados na subclasse Trichostomatia Butschli 1889, nas
subordens Vestibuliferida Puytorac et al. 1974 e Endodiniomorphida Reichenow in Doflein e Reichenow
1929 (LYNN, 2008), e podem contribuir com mais de 60% da biomassa vidvel no ambiente ruminal,
possuem tamanho de 20-200um (NEWBOLD et al., 2015; FRANCISCO et al, 2019), sdao unicelulares,
anaerdbicos, e ainda, ndo patogénicos ao hospedeiro (OGIMOTO & IMAI, 1981; WLODARSKI et al.,
2017).

A microbiota de ruminantes tem sido estudada com varios objetivos incluindo os estudos
relacionados com genes e seus genomas em diferentes hospedeiros, nomeadamente vacas leiteiras, ovinos,
bufalos e outros, no entanto, a microbiota do TGI de caprinos do distrito de Montepuez ainda permanece
maioritariamente por explorar, apesar de serem animais importantes na pecuaria (DA SILVA et al., 2023).
Alids, o nosso conhecimento sobre essa microbiota pode ser ainda mais insignificante e incompleto se
olharmos os caprinos como ruminantes com TGI contendo dez compartimentos fisicos distintos (rumen,
reticulo, omaso, abomaso, duodeno, jejum, ileo, ceco, célon e reto), e cada uma dessas regides ¢
especializada dependendo de fatores que incluem a disponibilidade de substrato, tempo de retencdo da
digestao e niveis de pH (STEVENS & HUME, 1998; RUSSELL & RYCHLIK, 2001), o que pode contribuir
para a ocorréncia da especializacdo desses microrganismos em cada regido (XIE et al., 2021).

A procura de novos conhecimentos sobre a microbiota ruminal, especialmente dos protozoarios
ciliados do rimen vem crescendo pelo fato de se tratar de uma demanda mundial quando falamos, por
exemplo, na redugdo da metanogénese (producdo de metano e preocupacao sobre mudangas climaticas), na
melhoria da produtividade dos rebanhos e no desenvolvimento de biotecnologia de processos degradactivos
de biomassa por microorganismos do ramen (REIS, 2015). Por isso, ¢ de relevante importancia que estudos
desta natureza sejam conduzidos em Montepuez ¢ Mocambique em geral, pois o estudo da microbiota
ruminal ¢ uma importante area de pesquisa estratégica (RUSSEL & RYCHLICK, 2001), para o incremento
da produtividade na pecudria Mocambicana e consequente producao da carne e leite de forma sustentavel.

Visando contribuir para o conhecimento da microbiota ruminal de caprinos domésticos com
pastagem natural em Montepuez-Cabo Delgado, este estudo tem por objetivos compreender a morfologia e
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as relacdes filogenéticas de protozoarios ciliados de caprinos. E de forma especifica, identificar os
protozoarios ciliados do rumen de caprinos domésticos, determinar a composi¢do genérica, comparar 0s
resultados com registros em outros estudos e inferir as relagdes filogenéticas entre as espécies identificadas
neste trabalho utilizando sequéncias livres e disponiveis no Genbank.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O estudo foi conduzido na cidade de Montepuez, em Mogambique, localizada entre Latitude
13°7.5336 S e Longitude 38°59.9832 E. Os mercados de Montepuez e de Sanina foram os pontos de coleta
das amostras do liquido ruminal com as seguintes localizagdes: 13° 07.437'S de Latitude Sul, 039° 00.444'E
de Longitude Leste; 13° 07.817'S de Latitude Sul e 038° 59.735'E de Longitude Leste, respectivamente
(Figura 1).
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Figura 1. Mapa ilustrativo da area de estudo em Mogambique.
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Obtencido das amostras

As amostras do liquido ruminal foram obtidas de animais abatidos por criadores, no periodo entre 5h
as 7h da manha. Depois do abate dos animais era feita a remogao da bolsa ruminal no animal abatido. Os
animais sdo criados em sistemas tradicionais com uma pastagem nativa livre das 7h da manha as 17h da
tarde, tendo acesso livre a dgua e recolhidos no final do dia para baias coletivas construidas com material
local. Em seguida, depois do abate, a parede do rimen foi eviscerada longitudinalmente para que o conteudo
ruminal fosse coletado. Em cada hospedeiro, 20cm® de amostra ruminal foi coletada e fixada em formalina
18.5% (v/v) (DEHORITY, 1984), totalizando 7 amostras. Depois do processo de coleta, as amostras foram
levadas para o Laboratorio do Instituto Superior de Recursos Naturais e Ambiente da Universidade Rovuma,
Cabo Delgado, para o processamento e analise.

Abundancia relativa e identificacio de géneros

A abundancia relativa dos géneros foi calculada de acordo com a proposta de Mishima et al. (2009),
com 300 individuos em microscopia optica em aumento de 400X. A classificacdo e identificagdo dos géne-
ros foram feitas baseando-se em atlas de identificagdo (OGIMOTO & IMAI, 1981), descrigdes de espécies
publicadas anteriormente e listas taxondmicas em artigos de revisdo e caracterizacdo morfoldgica de ciliados
do rimen (DOGIEL, 1927; KOFOID & MACLENNAN, 1930; HSIUNG, 1932; KOFOID & MACLEN-
NAN, 1932; 1933; WILLIAMS & COLEMAN, 1992; GRAIN, 1994; GOCMEN & ATATUR, 2002; GOC-
MEN et al., 2002; RASTGELDI & GOCMEN, 2003; GOCMEN & RASTGELDI, 2004). A terminologia
sobre a posi¢ao anatdmica dos ciliados seguiu o proposto por Dogiel (1927), em que a regiao dorsal do cilia-
do se refere ao local onde se situa 0 macronucleo e a regido oposta ¢ designada como ventral.

Analises morfologicas
Técnica semipermanente com corante a base de iodo

Para melhor compreender o numero e a morfologia de placas esqueléticas, foi utilizada a técnica se-
mipermanente com corante a base de iodo (D'AGOSTO & CARNEIRO, 1999; CEDROLA et al., 2015). A
partir das amostras fixadas e homogeinizadas, foi colhida uma aliquota de Iml da amostra em tubo de ensaio
com capacidade de 14ml, sendo adicionadas trés gotas de corante a base de iodo — Solucao de Lugol. Apds
15 minutos, destinados a coloragdo dos organismos, foram realizadas observacdes e fotomicrografias feitas
em microscopio BX40.

Inferéncia filogenética

Compilou-se um “dataset” de ciliados 18S-rDNA com sequéncias presentes no banco de dados
GenBank NCBI. Uma sequéncia representante da subclasse Haptoria (Spathidium papilliferum) foi
escolhida como grupo externo. Como critérios de curadoria do banco de dados, somente foram
seleccionadas sequéncias maiores de 1,300 bp e de organismos identificados ao nivel especifico. O
alinhamento foi realizado no programa MAFFT v.7.0 (KATOH et al., 2019) e inspeccionado 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 1614 pares de base. Esta matriz curada foi usada para inferéncia filogenética de Maxima Verosimilhanga
(MV) por meio de software RAXML v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014).
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O modelo de substituigdo de nucleotideos GTR + G + I foi escolhido como o melhor modelo pelo
software JmodelTest v.2.1.4 (DARRIBA et al., 2012) implementado na Plataforma MEGAX v.10.0.5
(KUMAR et al., 2018). O suporte dos ramos foi estimado usando o critério de convergéncia de bootstrap no
software RAXML v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2014), com 1000 pseudoréplicas.

RESULTADOS

Um total de sete amostras do conteudo ruminal de caprinos domésticos foram analisados. Das amos-
tras, foram identificados dez géneros de protozoarios ciliados pertencentes a duas familias, Isotrichidae (Zso-
tricha e Dasytricha) e Ophryoscolcidae (Entodinium, Eremoplastron, Polyplastron, Metadinium, Epidinium,
Ophryoscolex, Diplodinium e Elytroplatsron). O género mais abundante foi o Entodinium (70.3) e o género
menos abundante foi o Polyplastron (4.7). Em termos de prevaléncia, os géneros, Entodinium e Dasytricha
foram os mais prevalentes € o Ophryoscolex menos prevalente, com 100% e 28.57%, respectivamente (Ta-
bela 1).

Tabela 1. Estimativa da abundancia relativa genérica de ciliados do ramen de caprinos domésticos de Mon-
tepuez-Cabo Delgado.

Género N Prevaléncia Porcentagem da Mean SD
(%) contagem total (%)
Isotricha 07 85.7 22.7 9.7 8.6
Dasytricha 07 100 12.3 5.2 5.0
Entodinium 07 100 70.3 211.3 14.6
Eremoplastron 07 85.7 8.0 3.4 2.9
Polyplastron 07 85.7 4.7 2.0 2.0
Metadinium 07 71.4 8.7 3.7 3.6
Epidinium 07 57.14 5.7 24 43
Ophryoscolex 07 28.57 5.0 2.1 4.8
Diplodinium 07 42.8 6.3 2.7 5.1
Elytroplatsron 07 85.7 21.0 9.0 10.0

N-Tamanho da amostra; Mean- Média; SD-Desvio padrao; %- Porcentagem

Por meio da técnica semi-permanente com corante a base de iodo foram identificadas algumas
caracteristicas morfologicas de ciliados em caprinos domésticos de Montepuez. Das caracteristicas mais
evidentes podemos mencionar: a presenga do macronucleo (A e B), presenca das zonas ciliares (E), presenga
de placas esqueléticas (F, G e O), vacuolos contracteis (F), assim como as espinhas caudais (H e I)

(Figura.2).
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Figura 2. Ilustragdo de fotomicrografias de ciliados do rumen de caprinos domésticos de Montepuez,
evidenciando algumas caracteristicas morfologicas. A- Isotricha sp; B, C e D-Entodinium sp; E e F-
Polyplastron sp; G e H- Epidinium sp; I- Ophryoscolex sp. Legendas: Ma- macronucleo; ZCA- zona cili-
ar adoral; Ctp- citoprocto; VC- vacuolo contrictil; ZCD- zona ciliar dorsal; PE- placa esquelética; EC-
espinha caudal.

Na inferéncia filogenética, foram utilizadas sequéncias de ciliados do rimen de outros autores,
disponiveis no banco de dados GenBank e usadas espécies pertencentes a dez (10) géneros identificados
neste trabalho. Foram recuperadas duas ordens distintas de ciliados do ramen, Vestibuliferida e
Entodiniomorphida. Os nossos resultados mostraram que a ordem Entodiniomorphida foi constituida por
espécies da familia Ophryoscolecidac com o valor de suporte variando entre 27 a 100%. E a ordem
Vestibuliferida formada por espécies da familia Isotrichidae com valores de suporte de 73 e 99 %. Os
resultados mostram que o ramen dos caprinos estudados ¢ habitado por dois grupos monofiléticos:
Entodiniomorphida e Vestibuliferida. Ambos, na anélise feita, grupos naturais.
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O grupo formado pelas espécies Ophryoscolex purkynjei, Epidinium caudatum e Epidinium
ecaudatum recuperou um bootstrap de 94% e 100%. O ramo formado pelas espécies Metadinium medium,
Eremoplastron dilobum e Polyplastron multivesicculatum foi suportado por 50% e 65% de bootstrap. Por
sua vez, o clado formado pelas espécies Entodinium longinucleatum, Entodinium nanellum e Entodinium
caudatum teve um suporte de 100% e 42% de bootstrap. E por fim, os valores de suporte para o grupo
formado pelas espécies Dasytricha ruminantium, Isotricha intestinalis e Isotricha prostoma foram de 73% e
99% (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética obtida por méaxima verossimilhanga representando relagdes evolutivas de
algumas espécies de ciliados pertencentes aos géneros identificados no presente trabalho. A espécie
Spathidium papilliferum foi escolhida como grupo externo. Os valores em cada n6 da arvore representam o
bootstrap de Maxima Verossimilhanga. A barra de escala representa 2 substitui¢des por 100 posi¢des de
nucleotideos.
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DISCUSSAO

No presente trabalho foram identificados dez (10) géneros de ciliados de ramen pertencentes a duas
familias de protozoarios ciliados de caprinos domésticos (Capra hircus L) no distrito de Montepuez.
Entretanto, ndo se verificou o registro de novos géneros, para além dos descritos anteriormente por outros
autores, Isotricha, Dasytricha, Entodinium, Eremoplastron, Polyplastron, Metadinium, Epidinium,
Ophryoscolex, Diplodinium e Elytroplatsron.

Quando comparados resultados da presente pesquisa com estudos de ciliados de caprinos em outros
paises, o nimero de géneros de ciliados ruminais identificados em Montepuez foi maior em relagdo a
Kagoshima no Japao (ITO et al, 1995), Mongo6lia na China (IMAI et al., 2004), no Egipto (BARAKA,
2012), na Turquia (GURELLI, 2014) e Bishkek no Quirguistio (GURELLI et al., 2016), onde foram
identificados cinco (5), oito (8), sete (7), sete (7) e oito (8) géneros, respectivamente, € menor em relagdo
aos resultados obtidos no sudeste da Turquia (GOCMEN & KARAOGLU, 2005) e no nordeste do Irdo
(EBRAHIMI et al., 2018) com 12 géneros cada. Porém, o numero de géneros de protozoarios ciliados
registrados em caprinos (Capra hircus) no Norte de Mogambique por Da silva ef al. (2023) foi similar ao
registrado no presente estudo, com 10 géneros.

Em relagdo as porcentagens de prevaléncia mostradas no presente trabalho, Dasytricha e
Entodinium tiveram 100% de prevaléncia. Relatos similares em relagdo ao Entodinium sdo encontrados nos
estudos feitos por Ito et al. (1995) em Kagoshima no Japao; Gé¢men & Karaoglu (2005) no sudeste da
Turquia, Giirelli (2014) na Turquia e Da silva et al. (2023) no norte de Mogambique, onde o género
Entodinium foi o mais prevalente com 100%. Por outro lado, resultados divergentes em relagdo ao género
Dasytricha, sdo observados nos estudos feitos pelo Gogmen & Karaoglu (2005) e Da silva et al. (2023) onde
a prevaléncia do género Dasytricha foi de 75.0 e 79.0 %, respectivamente. O género Ophryoscolex foi o
menos prevalente no presente trabalho, com 28.57%, corroborando com o estudo feito por Da silva et al.
(2023) onde mostrou que o Ophryoscolex e Eudiplodinium foram os menos prevalentes com 9%.

Em relacdo a abundancia genérica, o género Entodinium foi o mais abundante com uma contagem
total de 70.3 e o género Polyplastron, menos abundante com uma contagem total de 4.7 em todas as sete
amostras. Resultados similares podem ser encontrados no trabalho feito por Da silva ef al. (2023) onde relata
que o género Entodinium foi o mais abundante com uma contagem total de 71.6, porém, no mesmo estudo
de Da silva et al. (2023) o género menos abundante foi o Eudiplodinium com a contagem total de 0,07 da
contagem. A predominancia do género Entodinium nos estudos, tem sido atribuida aos varios factores que
incluem a dieta e o baixo valor de pH no rimen (EADIE, 1962; HUNGATE, 1966; WILKINSON & VAN
HOVEN, 1976; NAKAMURA et al., 1988; GURELLI et al, 2012; GURELLI, 2014; DA SILVA et al.,
2023).

Por meio da técnica semipermanente a base de iodo usada neste trabalho, foram identificadas
algumas caracteristicas morfologicas de ciliados em caprinos domésticos que auxiliaram na identificagao
dos géneros, por exemplo, macronucleo, zonas ciliares, placas esqueléticas, vactiolos contracteis e espinhas
caudais. Entretanto, essa técnica, apesar de varias modificagdes feitas ao longo do tempo (KOFOID &
CHRISTENSON, 1933; DEHORITY, 1974; VAN HOVEN, 1983; D’AGOSTO & CARNEIRO, 1999),
continua sendo valida para observagdo de ciliados do rimen, pois o corante utilizado, apresenta afinidades
por polissacarideos, que sdo os principais constituintes das placas esqueléticas encontradas em grande parte
dos géneros de ciliados da familia Ophryoscolecidae (NOIROT-TIMOTHEE, 1960). O numero, a
morfologia e a biometria das placas esqueléticas constituem importantes caracteres de diagndsticos de
géneros e espécies da familia Ophryoscolecidae (WILLIAMS & COLEMAN, 1992).
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Na presente pesquisa, foram utilizadas sequéncias do marcador molecular 18S- rDNA de outros
autores, depositadas no GenBank para reconstrugdo filogenética de ciliados endossimbiontes. Os resultados
mostram que o ramen dos caprinos estudados ¢ habitado por dois grupos monofiléticos: Entodiniomorphida
e Vestibuliferida. Este resultado ¢ concordante com os resultados de Da silva et al. (2022), apesar de os
autores (ROSSI et al., 2015; CEDROLA et al., 2022) acreditarem que de acordo com os dados morfologicos
e moleculares, existem trés subfamilias monofiléticas dentro de ciliados do rimen (Entodiniinae,
Diplodiniinae e Ophryoscolecinae). Futuramente, estudos utilizando ferramentas integrativas serdo
essenciais, por exemplo, para melhor acuracia na identificacdo dos géneros e espécies assim como de
espécies cripticas de ciliados do ramen.

CONCLUSOES

A composi¢do de ciliados no ramen de caprinos domésticos de Montepuez revelou a presenga de dez
géneros distribuidos em duas familias de protozoarios ciliados: Isotricha, Dasytricha, Entodinium,
Eremoplastron, Polyplastron, Metadinium, Epidinium, Ophryoscolex, Diplodinium e Elytroplatsron. Entre
esses geéneros, Entodinium e Dasytricha apresentaram maior prevaléncia, enquanto Ophryoscolex foi o
menos comum. A identificagdo, realizada por meio da técnica semipermanente de coloragdo com iodo,
revelou caracteristicas distintas, incluindo macrontcleo, zonas ciliares, placas esqueléticas, vacuolos
contrateis e espinhas caudais. Além disso, os resultados utilizando sequéncias depositadas no GenBank mos-
tram que o ramen dos caprinos estudados pode ser habitado por dois grupos monofiléticos: Entodinio-
morphida e Vestibuliferida. No entanto, ressaltamos a importancia de estudos abrangentes, envolvendo
amostras de animais domésticos e selvagens de diferentes regidoes de Mocambique, para uma compreensao
morfoldgica mais completa da diversidade e distribuigdo desses protozoarios no pais.
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