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RESUMO

ARAUJO, Layanne Sthefany de Andrade. Desempenho e Microbiota Fecal de Potros
Equinos e Muares Desmamados em Sistema de Pastejo Rotacionado. 53p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Animal). Instituto de Zootecnia. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O crescimento dos potros é marcado por mudangas dietéticas e essas variages proporcionam a
maturacdo na microbiota presente no trato digestério, no entanto o desmame é um momento
decisivo, visto que os potros terdo que se alimentar de forma eficiente para garantir a mantenga
e desenvolvimento. Esta pesquisa avaliou se 0s equideos, forrageiras e periodos apos o
desmame refletiram em diferencas no crescimento e ganho de peso de potros desmamados, na
microbiota e na diversidade bacteriana fecal. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2x3x2, sendo: 1° fator — potros Equus caballus e
os potros hibridos muares ZEquus asinus x QEquus caballus; o 2° fator — pastagens com 0s
cultivares de Coast-cross, Florakirk e Tifton-85; e 3° fator — periodos | (periodo imediato pos-
desmame) e Il (periodo tardio pos-desmame). Realizou-se mensuracdes de peso corporal e
medidas lineares em 12 potros recém-desmamados, sendo seis potros da raca Mangalarga
Machador e seis potros muares resultantes do acasalamento de jumento Péga e éguas
Mangalarga Marchador. Os potros foram mantidos nas pastagens de Cynodon dactylon: Coast-
cross, Florakirk e Tifton-85, em manejo rotacionado em cada tipo de forrageira, em intervalos
de 20 dias, durante quatro meses. Em cada rotacdo de pastagem, amostras fecais foram
coletadas em seis potros (3 equinos e 3 muares), no inicio e ao final do pastejo, para analises
bromatoldgicas e microbioldgicas. As técnicas dependentes de cultivo foram utilizadas para
obter contagens de microrganismos com funcéo fibroliticas e independentes de cultivo para
avaliar a composicao da populacédo bacteriana. Realizou-se 0 sequenciamento de nova geracéo
Illumina Miseq da regido V3-V4 do gene que codifica 0 RNA ribossomal 16S. As variaveis de
desempenho animal, contagens em meio de cultivo, abundancias relativas e indices de riqueza
e diversidade foram submetidos a analise de variancia utilizando o teste F (p<0,05) e
normalidade dos residuos através do teste Shapiro Wilk (p>0,05). As médias foram comparadas
através do Teste Tukey (p<0,05). Foram realizadas as analises multivariadas: Permanova
(p<0,05) e NMDS (Ordenacdo multidimensional ndo métrica) a partir dos dados das
distribuicbes da OTUs. Comparou-se 0s grupos de tratamentos através do Lefse (anlise
discriminante linear do tamanho do efeito) com base nos grupos observados na analise de
ordenacdo. Observou-se o predominio da microbiota fecal de potros desmamados pelo filo
Firmicutes (57%) seguido por Bacteroidetes (22%). Os muares apresentaram maior diversidade
de espécies fibroliticas indicando que eles possuem uma eficiéncia superior na degradacéo das
fibras. Os fatores espécies, forrageiras e periodos ap6s desmame refletiram em diferencas na
comunidade bacteriana fecal nas contagens bacterianas, nas abundancias relativas, nos indices
de diversidade e no pH fecal. Apenas as forrageiras e periodos promoveram diferencas nas
variaveis de desempenho corporal e as forrageiras que repercutiram em melhores ganhos foram
0 Florakirk e o Coast-cross. No periodo imediato ao desmame houve maior desenvolvimento
dos animais e 0s potros superaram a altura minima esperada, porém ndo atingiram o peso Vvivo
estimado de acordo com o padrdo racial para equino adulto Mangalarga Marchador.

Palavras-chave: pds-desmame, microbioma, crescimento, Mangalarga Machador.



ABSTRACT

ARAUJO, Layanne Sthefany de Andrade. Fecal Microbiota and Performance of Equine and
Mule Foals Weaned in Rotational Grazing System. 2021. 53p. Dissertation (Master Science
in Animal Science). Animal Science Institute. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

The development of foals is surrounded by dietary changes, and these variations provide for
maturation in the microbiota present in digestive tracts. However, weaning is a turning point as
foals will need to feed efficiently to ensure their maintenance and growth. This research
evaluated whether equine species, forage and post weaning periods reflect differences in growth
and weight gain of weaned foals, the microbiota and bacterial diversity of fecal samples. The
research was carried out in completely randomized design in 2x3x2 factorial arrangement,
being: 1% factor - Equus caballus foals and the mule foals JEquus asinus x $Equus caballus;
the 2" factor - pastures with Coast-cross, Florakirk and Tifton-85 cultivars; and 3' factor -
periods | (immediate post-weaning period) and Il (late post-weaning period). Body weight
measurements and linear measurements were carried out in 12 newly weaned foals, six foals of
the Mangalarga Machador breed and six mule foals resulting from the mating of Péga donkey
and Mangalarga Marchador mares. The foals were kept in Cynodon dactylon pastures: Coast-
cross, Florakirk and Tifton-85, in rotational management in each type of forage, at intervals of
20 days, for four months. In each pasture rotation, fecal samples were collected from six foals
(3 horses and 3 mules), at the beginning and at the end of grazing, for bromatological and
microbiological analyses. Culture-dependent techniques were used to obtain counts of
microorganisms with fibrolytic function and culture-independent techniques to evaluate the
composition of the bacterial population. Illumina Miseq next-generation sequencing of the V3-
V4 region of the gene encoding 16S ribosomal RNA was performed. The variables of animal
performance, counts in culture medium, relative abundances and richness and diversity indices
were submitted to analysis of variance using the F test (p<0.05) and normality of residuals was
tested by the Shapiro Wilk test (p>0.05). The means were compared using the Tukey test
(p<0.05). Multivariate analyses were performed: Permanova (p<0.05) and NMDS (Non-metric
multidimensional ordination) from the data of OTUs distributions. The treatments were
compared using Lefse (linear discriminant analysis of effect size) based on the groups observed
in the ordination analysis. The fecal microbiota of weaned foals was observed to be dominated
by the phylum Firmicutes (57%) followed by Bacteroidetes (22%). Mules showed a higher
diversity of fibrolytic species, indicating that they have a higher efficiency in fiber degradation.
The factors species, pastures and periods reflected in differences in the fecal bacterial
community in: bacterial counts, relative abundance, diversity indices and fecal pH. Only the
pastures and periods promoted differences between the body performance measures, the forages
that resulted in better gains were Florakirk and Coast-cross. In the period immediately after
weaning, there was greater development of the animals and the foals exceeded the minimum
expected height, but did not reach the estimated body weight according to the breed standard
for the mature Mangalarga Marchador horse.

Keywords: post-weaning, microbiome, growth, Mangalarga Marchador.
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1 INTRODUCAO

A microbiota do trato digestorio de equideos é composta por diversos microrganismos,
que possuem papel fundamental para sobrevivéncia desses animais. Por serem herbivoros, ha
um consumo elevado de fibras provenientes das dietas, sendo indispensavel a degradacgéo
desses componentes fibrosos, por esta diversidade de microrganismos através da fermentacao.
Gerando a energia necessaria para a sobrevivéncia e a manutencdo da satde desses animais.

Em potros, a colonizagdo microbiana ocorre de forma réapida e dindmica, ela se inicia
durante o nascimento, conforme o potro se desenvolve, esta microbiota sofre variacdes devido
a mudancas dietéticas. Onde inicialmente ele é dependente da égua devido ingestdo de leite
materno, gradualmente os potros passam a pastejar, consumir as fezes das éguas e tem contato
com alimentos sélidos concentrados, seja devido a introduc&o deles no creeper-feeding ou em
conjunto com as méaes. Essas mudancas graduais para uma dieta sélida aliada ao desmame,
tornam as comunidades bacterianas mais eficientes na digestao das dietas. Nao ha um consenso
entre os estudos, de quando ocorre a estabilizacdo microbiana em potros, porém sabe-se que a
estrutura da comunidade bacteriana torna-se semelhante a de um equino adulto. O desmame
ocorre entre 4 a 6 meses de idade, nessa fase ocorre 0 aumento da ingestdo de volumoso e o
crescimento rapido dos potros, sendo necessario um manejo nutricional adequado para que eles
desenvolvam o esperado para seu padréo racial.

As gramineas do género Cynodon destacam-se na alimentacdo de equideos, devido a
qualidade e quantidade de matéria seca produzida em clima tropical, bom valor nutritivo de
proteinas e fibras e boa aceitacdo pelos animais. Sendo uma possivel fonte alimentar, por
apresentaram menores custos quando comparadas a producdo de uma racdo comercial.

A evolucdo das técnicas independentes de cultivo, em especial o sequenciamento de
nova geracdo (NGS), tem ampliado o nimero de publicacdes com a temética de microbiota em
diversas areas. Os trabalhos com equideos, sdo voltados a elucidar o papel e quais mudancas
ocorrem na comunidade bacteriana nas fases do desenvolvimento dos potros, nas mudancas
dietéticas e na compreensao de doencas. Essa técnica, tem proporcionado novos insights sobre
as possiveis relacdes entre a microbiota, alimentacdo e o desempenho dos animais. Portanto,
espera-se que as espécies, as pastagens e os periodos do desmame promovam diferencas na
microbiota fecal, no crescimento e no ganho de peso dos potros.

S&o objetivos do presente estudo a descri¢do da composi¢do da comunidade microbiana
fecal de potros desmamados; a descricdo e avaliacdo dos efeitos das espécies, forrageiras e
periodos ap6s desmame na diversidade bacteriana, na microbiota fecal bacteriana e no
desempenho corporal dos potros.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Importéncia da Equinocultura no Brasil

O Brasil apresenta a maior tropa de equideos da América Latina, que ao somar as
populacdes de equinos, muares (mulas e burros) e asininos (asnos), estima-se que eles
representem 8 milhdes de cabecas. O agronegdcio do cavalo brasileiro, movimenta anualmente
mais de R$ 16 bilhoes de reais e 3 milhdes de empregos diretos e indiretos, com atividades
voltadas para trabalho, esporte, lazer, terapia, dentre outros (MAPA, 2016).

Dentre as racas nacionais, a raca Mangalarga Machador, destaca-se pelo ndmero
expressivo de animais (600 mil cavalos registrados), por sua distribuicdo geogréafica pelo
territério nacional e a beleza zootecnica dos animais, devido a conformacéo e aptiddes para sela
(MAPA, 2016; ABCCMM, 2016).

Os muares sdo equideos hibridos provenientes do cruzamento entre machos asininos
(Equus asinus) e fémeas equinas (Equus caballus) ou machos equinos (Equus caballus) e
fémeas asininas (Equus asinus). Eles possuem caracteristicas intermediarias das duas espécies,
possuindo maior porte que asininos, beleza zootécnica, resisténcia fisica sendo capaz de
suportar exercicios prolongados, tem adaptabilidade a climas quentes e alta capacidade de
conversdo alimentar (MIRANDA e PALHARES, 2017). As principais racas utilizadas para
producdo de muares no pais sdo: jumento Nordestino, Paulista e Péga. Os jumentos Péga
possuem atrativos econdémicos no mercado nacional, na producao de novos reprodutores e de
muares marchadores, criando hibridos com aptiddes para montaria, transporte de cargas e em
concursos de diversas modalidades (OLIVEIRA et al., 2007; McMANUS et al., 2010).

2.2 Colonizacao Inicial do Trato Digestorio dos Potros

A colonizacao do trato digestdrio dos potros ocorre de modo rapido e dinamico. Ela se
inicia durante o nascimento, onde o0s recém-nascidos sdo expostos as microbiotas provenientes
da vagina e pele da égua, do colostro e do ambiente (COSTA et al., 2016; LINDENBERG et
al., 2019). No primeiro dia de vida dos potros, é possivel encontrar no mecénio uma microbiota
rica e diversa. Esta riqueza de espécies esta relacionada a exposi¢do dos animais ao ambiente,
enquanto que o aumento na diversidade provém da variedade de microrganismos que possuem
baixas abundancias e tem carater transitorio (COSTA et al., 2019).

A alimentacdo com leite materno e a coprofagia sdo processos cruciais para a
estabilizacdo do microbioma intestinal dos potros. Nas primeiras semanas, a microbiota dos
potros tem influéncia direta das éguas, devido a alimentacdo com leite materno e por ocorrer
os primeiros episddios de coprofagia, onde o potro se alimenta com as fezes da mae e adquire
microrganismos capazes de digerir fibras (QUERCIA et al., 2019). Espera-se que até o primeiro
més de vida, ocorram mudancas na microbiota digestiva dos potros, pelo fato deles
gradualmente terem contato com alimentos sélidos. O consumo de forragens e concentrado
pode ocorrer durante o pastejo ou em conjunto com as éguas (DE LA TORRE et al., 2019).

N&o hd um consenso da comunidade académica, de quando a comunidade bacterina
torna-se semelhante a de animais adultos. Os artigos citam 15 dias (QUERCIA et al., 2019), 30
dias (FAUBLADIER et al., 2014), 50 dias (LINDENBERG et al., 2019) e 60 dias de idade
(COSTA et al., 2016; DE LA TORRE et al., 2019).

O mesmo ocorre com o0 desmame, quando artigos citam que detectaram algumas
mudancas na microbiota na separacdo dos potros e éguas, porém Lindenberg et al. (2019)
discordam que o desmame afete na composicao bacteriana, isto porque os potros lactentes tém
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acesso a alimentos solidos junto as suas mdes e, a transicdo para uma dieta sélida ocorre
progressivamente antes do desmame propriamente dito.

2.3 Desenvolvimento Alimentar de Potros

O desenvolvimento dos potros é cercado de mudancas nutricionais sendo a primeira
delas ocorrendo ap6s 0 nascimento, visto que durante a gestacdo ele obtia nutrientes e energia
através da placenta, em seguida, passou a se alimentar de forma ativa mamando o Ubere da égua
(EARING et al., 2012).

As primeiras fontes de alimentares sdo o colostro e o leite materno, que fornecem
energia, imunoglobulinas, fatores que ativam o sistema imunolégico e promovem o
desenvolvimento 6sseo, muscular e metabdlico (BECVAROVA e BUECHNER-MAXWELL,
2012). A égua apresenta uma producdo de leite crescente, até atingir o pico da lactacdo, por
volta do 2° més de lactacdo. Apds esta fase, o leite materno ndo supre as exigéncias nutricionais
requeridas para um potro em crescimento (SANTOS et al., 2005), sendo utilizada a estrutura
de creeper-feeding, para fornecer uma suplementacdo concentrada exclusivamente para 0s
potros antes do desmame e garantir que o potro alcance o desenvolvimento adequado de seu
potencial genético (REZENDE et al., 2000).

Do nascimento até o desmame, 0s potros também passam a ingerir alimentos sélidos,
devido aos habitos de pastejo e coprofagia das fezes maternas (QUERCIA et al., 2019). O
aumento gradual da ingestdo de volumoso permite a maturagédo e eficiéncia da digestdo das
dietas, da fermentacdo anaerdbica e da microbiota especializada em degradar as paredes
celulares vegetais das forragens. No entanto, essa eficiéncia da digestdo de fibras € resultante
de adaptac6es anatdmicas que decorrem desde a seletividade e ingestdo de melhores pastagens
devido aos labios, lingua e dentes molares e pré-molares que tem a funcdo de triturar as
forragens, até a degradacdo e absorcdo do contetdo celular no estomago, intestinos delgado e
grosso (MEYER, 1995). Cerca de 75 a 90 % do contetdo celular é digerido no intestino delgado
(ALMEIDA et al., 1999) e, sdo definidos como os componentes néo fibrosos (carboidratos néo
estruturais, lipidios e proteinas) e digeridos através da acdo das enzimas pancreaticas. Por outro
lado, a fracdo fibrosa composta por carboidratos estruturais, celulose, hemicelulose e ligninas
sdo degradadas através da fermentacdo microbiana gerando vitaminas, acidos graxos volateis e
aminoacidos (FRAPE, 2008; MORGADO et al., 2009). A producdo de AGV’s (acetato,
proprionato e butirato) fornecem a energia necessaria para animais em mantenca e producdo
(SADET-BOURGETEAU e JULLIAND, 2012).

2.4 Pastagens para Potros em Crescimento

As forragens género Cynodon destaca-se na alimentagdo de animais em sistemas de
producdo de equinos, bovinos, ovinos e suinos (BURTON et al., 1993). Devido sua alta
produtividade de matéria seca (MS), boa palatabilidade e digestibilidade, elevado valor
nutritivo protéico e de fibras, baixos teores de fatores antinutricionais (VICTOR et al., 2007,
GONGCALVES, 2012).

O Coast-cross surgiu do cruzamento Cynodon dactylon cv. Coastal bermuda e Cynodon
nlemfuensis cv. Robusto, ele ndo possui rizomas, apresenta estoldes longos, crescimento
prostrado facilitando sua cobertura no solo, exige solos de alta fertilidade, ndo suporta
alagamentos, mas é resistente a secas, geadas e ao pisoteio (LEITE e MACHADO, 1999).

O Florakirk também é um hibrido fruto do cruzamento do cultivar Callie (Cynodon
dactylon var. aridus) com o Tifton 44, o cultivar é destinado para producdo de feno por
apresentar caule fino, boa producdo e qualidade. Também exigem solos férteis, é estolonifera e
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rizomatosa que possui persisténcia a seca e resisténcia ao frio. Quando comparada aos demais
cultivares o Florakirk se diferencia das demais, por suportar melhor terras imidas e periodos
de encharcamento (MISLEVY et al., 1999).

O hibrido Tifton-85 surgiu do cruzamento do cultivar Tifton 68 (Cynodon nlemfuensis)
com a espécie introduzida Cynodon dactylon (PI-290884) oriunda da Africa do Sul. Esta
graminea possui grande massa folear, porte alto, rizomas grossos e estoldes. Esses estoldes sdo
caules subterraneos, que tem a funcdo de armazenar carboidratos e nutrientes, permitindo que
a planta resista a secas, geadas e pastejo. Este cultivar é recomendado na producéo de equinos,
gado de corte e leite, caprinos, suinos e ovinos. Devido sua alta palatabilidade, digestibilidade
de aproximadamente 60%, alto teor de fibras e proteina bruta, por volta de 16% da matéria seca
(BURTON et al., 1993).

Como o Brasil é um pais de clima tropical, as gramineas C4 possuem vantagem em
relagdo as plantas C3. Como ambiente é quente e com elevada incidéncia solar, essas gramineas
sdo capazes de fixar maior quantidade de CO: através da fotossintese e economizar agua
(OLTRAMARI e PAULINO, 2009). Esta alta atividade fotossintética do dossel das gramineas
do género Cynodon, possibilita a elevacdo da produtividade de matéria seca (kg/ha)
(PEDREIRA, 1996).

Os principais constituintes das forragens sao os carboidratos, eles sdo separados em duas
categorias: fibrosos e nédo fibrosos. Os carboidratos fibrosos ou estruturais, celulose,
hemiceluloses, juntamente a lignina compdem a parede celular vegetal, componentes que sdo
digeridos lentamente através da fermentacdo microbiana. Os carboidratos ndo fibrosos séo
aqueles que podem ser degradados por hidrolise enzimatica, sendo representados pelo amido,
monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos, frutanas, f-glucanas, galactanas e pectinas
(HOFFMAN, 2009; MORGADO et al., 2009)

Trabalhos de pesquisa que avaliaram a composic¢do bromatoldgica do género Cynodon
citam que o teor médio de proteina bruta (PB) varia de 11 a 16% (HILL et al.,1996). A fibra de
detergente neutro (FDN) possui os teores entre 65,86 a 82,25% (ITAVO et al., 2002;
SARMENTO, 2010). Os teores médios de fibra de detergente acido (FDA) devem ser inferiores
a 40% e em relacdo a matéria seca (MS), quanto maior a idade da graminea, consequentemente
sera mais elevada a producdo de matéria seca, propor¢cdo de colmos e de tecido estrutural
(GONCALVES et al., 2012). O estudo desenvolvido por Dittrich et al. (2005) evidenciam que
0S equinos possuem seletividade de pastejo, onde os mesmos tém preferéncia por plantas com
maior massa de folhas verdes, dosséis altos e perfilhos com maior altura para que o animal
possa colher maior quantidade de forragem a cada bocado realizado. A preferéncia por
cultivares do género Cynodon spp foram: Tifton-85, Coast-cross 1 e Jiggs (DITTRICH et al.,
2001; RADUNZ, 2005).

2.5 Técnicas para Analise da Microbiota do Trato Digestorio dos Equideos
2.5.1 Técnicas dependentes de cultivo

As primeiras avaliagdes da microbiota bacteriana presente no trato digestorio de
equideos foram baseadas em técnicas de cultivo. Haviam duas formas de avaliagdo: uma geral,
quantificando-se o numero total de bactérias presentes no intestino delgado (MACKIE e
WILKINS, 1988), estdmago e alguns segmentos intestinais e fezes (DE FOMBELLE et al.,
2003) ou apenas das fezes (FURET et al., 2009). A outra forma de analise é direcionada a
microrganimos especificos: anaerdbios totais, bactérias celuloliticas, Lactobacillus e
Streptococcus no ceco (BAILEY et al., 2003), no estomago (VARLOUD et al., 2007), colon
(RESPONDEK et al., 2008; MUHONEN et al., 2009) e fezes (GARRETT et al., 2002;
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HARLOW et al., 2015).

Entretanto, o cultivo bacteriano tem a capacidade de isolar uma pequena fracdo da
microbiota, ndo representando a comunidade como um todo e, em alguns casos, o cultivo ndo
possui sensibilidade necessaria para detectar diferencas ou mudancas nas populagdes
bacterianas. Por outro lado, se essas ferramentas forem direcionadas para dectagdo de
microrganismos especificos, cultivaveis, em especial para aqueles que apresentam baixa
abundancia através do enriquecimento de culturas, a técnica torna-se mais eficiente que as
metodologias indepedentes de cultivo (COSTA e WEESE, 2012).

A evolugéo para técnicas indepedentes de cultivo e bioinforméatica tem ampliado a
compreensdo da complexidade do microbioma do trato digestorio de equideos buscando
compreencer as relac0es entre a microbiota, os animais e o ambiente, assim como, avaliar quais
fatores auxiliam na manuntencdo da salde e quais mudancas repercuntem em doencas Nnos
animais (COSTA e WEESE, 2012).

2.5.2 Técnicas independentes de cultivo

Os primeiros trabalhos utilizando ferramentas da biologia molecular eram baseados na
impressdo digital da comunidade bacteriana (fingerprinting), ou seja, cada espécie bacteriana
gerava um padrdo de banda espécifico na eletroforese. Ha dois trabalhos utilizam técnicas
eletroforéticas (EARING et al., 2012; FAUBLADIER et al., 2014) e cinco que empregam a
plataforma de sequenciamento Illumina (COSTA et al., 2016; DE LA TORRE et al., 2019;
LINDENBERG et al., 2019; QUERCIA et al., 2019; HUSSO et al., 2020).

2.6 Colonizacao da Microbiota Fecal dos Potros

O inicio da colonizacdo da microbiota do trato digestorio de potros ocorre durante o
parto, pelo contato com a vagina e com a pele da égua, em seguida pela amamentacdo com
colostro (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010).

Corroborando o trabalhado anterior, Husso et al. (2020) utilizando o PCR quantitativo
(gPCR) e sequenciamento de nova geracdo (NGS) Illumina, foram capazes de detectar no
mecdnio 20 minutos apds o nascimento pequenas quantidades de DNAs bacterianos, eles
apresentavam um perfil mais similar as fezes das éguas do que a microbiota oral, sendo
composta pelos filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes. Também
verificaram que a diversidade no momento imediato ao nascimento era maior do que a
observada ap0s 24 horas, por isso que os filos dominantes reduziram apenas para Firmicutes e
Proteobacteria, enquanto alguns potros eram dominados por géneros unicos e, no 7° dia os
potros possuiam géneros diferentes das fezes de cavalos adultos. A microbiota pertencente a
égua contribuiu com a colonizacdo da microbiota 1° e 7° dia ap6s 0 nascimento, 0S
microrganismos mais abundantes na microbiota vaginal eram Lactobacillus representados pelos
géneros Corynebacterium, Porphyromonas, Campylobacter e Helcococcus, na mucosa oral
houve predominio do género Gemella. Os autores concluiram que o intestino dos potros é
colonizado imediatamente ap6s 0 nascimento, mas que essa microbiota do recem-nascido muda
rapidamente.

Quercia et al. (2019), utilizando a mesma técnica de sequenciamento, investigaram a
microbiota de potros do parto até 10° dia de idade através de amostras do liquido amniético,
colostro, meconio e fezes. ldentificou-se que do 1° ao 3° dia, nas amostras fecais sdo
encontrados  microrganismos  provenientes do colostro, como Enterococcus e
Enterobacteriaceae, enquanto do 3° ao 5° dia comeca haver perda de bactérias presentes no
leite. Os autores associam a mudancga na microbiota ao habito de coprofagia onde os potros
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adquiriram microrganismos dos géneros Prevotella, Blautia e Ruminococcus, bactérias capazes
de degradar e fermentar a fibra, gerando &cidos graxos de cadeia curta que sdo uma das
principais fontes de energia para equinos. Desta forma, a égua proporciona ao potro a
maturidade intestinal, atraves do consumo do leite materno, como também através da ingestdo
de suas fezes e de outros animais, gerando mudancas gradativas na microbiota dos potros e
tornando-a semelhante a egua.

Lindenberg et al. (2019) examinaram a microbiota de potros, do nascimento até o pos-
desmame, quando estavam sendo alimentados com ragdo concentrada, alfafa e feno de
gramineas, concluindo que do 7° ao 20° dia de idade a microbiota fecal eram semelhantes a
observadas no leite e canal vaginal da éguas e, que entre 0 20° e 0 50° dia pds-parto a microbiota
fecal tornou-se cada vez mais dominada por espécies que fermentam fibras, com estabilizacéo
da microbiota intestinal ocorrendo por volta 50° dia pos-parto.

Ao pesquisar o microbioma fecal de éguas e potros, do nascimento ao 9° més de idade,
em pares de égua e potros Quarto de Milha, Costa et al. (2016) relatam que a microbiota no
primeiro dia de vida do potro é complexa e possui predominio de bactérias do filo Firmicutes
e outros géneros Unicos desse periodo e, que entre 0 2° ao 30° dia ha o predominio de espécies
bacterianas do género Akkermansia, no entanto quando a microbiota é comparada com a do
equino adulto, apresenta menor diversidade, sendo o microbioma estavel e similar ao da égua
mde aos 60 dias apds do nascimento.

Ao verificar a microbiota do nascimento até o desmame, De La Torre et al. (2019)
relatam que a populagéo bacteriana inicial (Dia 1) sdo dominadas por microrganismos capazes
de metabolizar leite, principalmente do filo Proteobacteria e género Acinetobacter. Do 7° ao
28° dia continua o predominio do mesmo filo, do 28° dia até o desmame, Firmicutes e
Bacteroidetes tornam-se os filos dominantes. As alteracBes estdo associadas a mudancas da
alimentacdo aos 2 meses de idade, quando a microbiota dos potros passa a ser composta de
bactérias capazes de digerir o material vegetal fibroso (forragens) e se semelham a de equinos
adultos, similar ao observado por Costa et al. (2016).

2.7 Microbiota Fecal dos Potros no Desmame e Pds-Desmame

O desmame é uma fase critica do desenvolvimento do cavalo, porque nela ocorre a
separacgdo da égua e o potro (SARRAFCHI e BLOKHUIS, 2013). Na natureza essa separacao
ocorre de forma tardia por volta dos oito meses de idade porque é necessario que a égua em
gestacéo se prepare para novo ciclo de amamentacdo de um novo potro (HENRY et al., 2012).

Ele pode ocorrer de forma abrupta ou progressiva, durante o periodo de amamentacéo,
sendo recomendado o uso de creep feeding que é uma estrutura de alimentacdo exclusiva para
0s potros e que tem o objetivo de suplementar a dieta lactea dos potros com concentrado afim
de garantir sua nutricdo e crescimento, visto que a égua bem nutrida supre totalmente as
necessidades nutricionais dos potros apenas nos dois primeiros meses de idade (APTER e
HOUSEHOLDER, 1996; SANTOS et al., 2005).

Mach et al. (2017) avaliaram se o método de desmame dos potros afeta a composicéo
da microbiota fecal através do IlluminaMiseq. E observaram que os potros submetidos ao
desmame abrupto apresentam espécies benéficas pertencentes aos géneros Prevotella,
Paraprevotella e Ruminococcus, enquanto bactérias do género Streptococcus e fungos
predominaram apds o desmame progressiva. O desmame reduziu a composicao da microbiota
dos potros em trés comunidades distintas, mas aqueles potros que continham a comunidades
bacterianas compostas por Eubacterium, Coprococcus, Clostridium XI e Blautia spp.
alcancaram maior ganho médio diario de peso, sendo assim essas espécies proporcionaram
melhor adaptacdo ao estresse do potro apds o desmame.



Costa et al. (2016) utilizando NGS Illumina acompanharam o desenvolvimento da
microbiota de potros do nascimento até os nove meses. Eles foram alimentados com feno e
ragdo concentrada com polpa de beterraba. Os autores verificaram mudancas na diversidade
microbiana a nivel de filo e que no p6s-desmame ha maior abundancia de Fibrobacteres, ou
seja, houve aumento do nimero de bactérias que degradam o material fibroso da dieta.

Em outra pesquisa avaliou-se as mudancas na diversidade bacteriana do nascimento até
0 desmame, os autores relatam que as populac6es bacterianas seguiram um padrdo ao longo da
infancia dos potros. A medida que os potros fazem a transicdo alimentar do leite materno para
uma dieta de gréos e forragem, ocorre mudancas reconheciveis na microbiota fecal. Durante a
infancia predominam nas fezes bactérias com capacidade de metabolizar o leite, apds o
desmame ocorrem mudangas nas populacdes passando a serem capazes de utilizar material
vegetal fibroso (DE LA TORRE et al., 2019).

Pesquisadores chineses analisaram a diversidade microbiana de asininos em diferentes
idades, a dieta era composta por concentrado padrdo e palha de soja. Aos autores também
apontam a idade como um fator chave de sucessdo microbiana, visto que a diversidade
aumentou conforme os animais envelheceram. O desmame foi um momento crucial, visto que
a microbiota tornou-se semelhante a de um animal adulto. Assim como, a microbiota muda
com a idade as vias metabolicas tornaram-se melhores em jumentos adultos por volta dos 12 a
24 meses de idade (XING et al., 2020).

Discordando dos resultados dos trés artigos anteriores, Lindenberg et al. (2019)
observaram que o desmame nao teve grande impacto na composi¢do microbiana, pelo fato da
introducdo gradual da dieta solida ocorrer bem antes do desmame, visto que os potros tém
acesso ao concentrado em conjunto com suas mées. Faubladier et al. (2017) avaliaram a
digestibilidade e os principais microrganismos presentes nas fezes de potros aos 6 meses de
idade, alimentados com feno e concentrado peletizado. Os autores associaram as mudancgas a
transicdo da dieta a base de leite para sélida, refletiu no aumento no coeficiente de
digestibilidade aliada a elevada degradacdo da fibra dietética durante o pds-desmame.

No pds-desmame as taxas de crescimento dos potros sao reduzidas e, aumenta-se 0
risco de doencas e lesbes desses animais, sendo recomendado que antes ou ap6s o desmame 0s
animais sejam vacinados e vermifugados, isto porque ap6s o desmame a imunidade diminui
deixando os potros mais susceptiveis a doencas (APTER e HOUSEHOLDER, 1996).

2.8 Avaliacao de Desempenho de Potros

Hé trabalhos voltados a avaliar o desempenho dos potros com o intuito de investigar se
0s animais estdo com peso e crescimento adequado para o padrdo da raga estudada (Tabela 1),
sendo realizadas a avalia¢do do peso corporal utilizando balancas ou fita métrica afim de obter
0 peso Vivo (PV), ganhos de peso (GP) ou ganho de peso diarios (GPD) dos animais. Dentre
0s principais artigos cientificos com enfoque no desempenho dos pesos corporais de equideos,
quatro abordam equinos Puro sangue (TOMPSON, 1995; NRC,1989; NRC,2007; RINGLER
e LAWRENCE, 2008), outros dois equinos Mangalarga Machador (REZENDE et al., 2000;
ABCCMM, 2016) e, um artigo com asininos da ra¢a Jumento Péga (MOREIRA et al., 2016).

Na avaliacdo do desempenho e crescimento dos potros sdo realizadas mensuragdes das
medidas lineares ou morfométricas (Tabela 2). Um artigo utilizou equinos da raga Puro sangue
inglés (THOMPSON, 1995), trés artigos citam as medidas de Mangalarga Machador
(REZENDE et al., 2000; ABCCMM, 2016; RIBEIRO et al., 2018), um artigo com equinos da
raca Quarto de Milha (RODRIGUES et al., 2017) e ha trés artigos investigando muares e
asininos (ESCODRO et al., 2014; MOREIRA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2017).



Tabela 1. Peso vivo e ganho de peso diério de equideos em crescimento e adultos.

Artigo Raca Idade PV (kg) GPD (g/dia)
NRC (1989) PSI 6 meses 240 0,73 (CM)
0,93 (CR)
12 meses 254 0,63 (CM)
0,78 (CR)
Thompson (1995) PSI 6 meses 260,5 M
256,4 F
12 meses 364,5M
363,3F
Rezende (2000) MM 6 meses 181,6
12 meses 253
NRC (2007) PSI 6 meses 252 0,84
12 meses 375 0,54
Ringler e Lawrence (2008) PSI 6 meses 254 0,82
12 meses 367 0,42
Moreira et al. (2016) JP 6 meses 119,5
ABCCMM (2016) MM Adultos 350 a 550

Legenda: PSI= Puro Sangue Inglés; MM= Mangalarga Machador; JP= Jumento Péga; PV= Peso vivo; GPD=
ganho de peso diario; M= Macho; F= fémea; CM= crescimento moderado; CR= crescimento rapido.

Tabela 2. Medidas morfométricas de equideos em crescimento e adultos.

Artigo Raca Idade AC AG CcC PT PC
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Thompson (1995) PSI 6 meses 1321 M 1344M 1234 M 1234 M

1326 F 1351F 1232F 1232F
12 meses 146,3M  1488M 141M 3645M
146,6 F 1483F 140F 363,3 F

Rezende (2000) MM 6 meses 125,9 131
123,2 127,6
12 meses 134,3 145,5
133,2 141,7
Escodro et al. (2014) Equinos  Adultos 138 137 138 159 17,5
Muares 129 130 129 149 15,8
Asininos 106 109 113 124 13,5
ABCCMM (2016) MM Adultos 152 M
146 F
Moreira et al. (2016) JP 6 meses 110,7 1147 104,4 108,4 14,1
Rodrigues etal. (2017) QM Adultos 149,5 151,6 104,2 182,6 19,5
Muares 1454 146,3 101 167,6 18,4
JP 130,2 134,1 110,8 15,1 16,6
Ribeiro et al. (2018) MM 6 meses 1255 M
1234 F
12 meses 127,3M
132,3F

Legenda: PSI= Puro Sangue Inglés; MM= Mangalarga Machador; JP= Jumento Péga; QM= Quarto de Milha; M=
machos; F= fémeas; AC= altura na cernelha; AG= altura na garupa; CC= comprimento corporal; PT= perimetro
torécico; PC= perimetro da canela.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi conduzido no Setor de Equideocultura da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, em Seropédica, Rio de Janeiro. As analises microbianas dependentes
de cultivo foram desenvolvidas no Laboratorio de Pesquisas em Saude Equina (EQUILAB) e
as independentes de cultivo no Laboratorio de Genética Molecular de Microrganismos do
Instituto de Veterinaria. As andlises bromatoldgicas foram conduzidas no Laboratdrio de
Bromatologia Animal do Instituto de Zootecnia. O projeto foi aprovado pela Comisséo de ética
no uso de animais - CEUA/IZ/UFRRJ n° 0063-07-2019.

3.2 Animais

Utilizou-se doze potros recém-desmamados, sendo seis equinos da raca Mangalarga
Machador e seis muares resultantes do cruzamento de Jumento Péga e éguas Mangalarga
Machador. Os animais nasceram de outubro a novembro de 2018 e foram desmamados de
modo abrupto por volta dos seis meses de idade. O ensaio experimental teve duragdo de quatro
meses, de junho a outubro de 2019. Nas avaliacdes do desempenho animal foram utilizados 12
potros (seis equinos e seis muares). Nas analises microbianas dependentes de cultivo foram
avaliados em 8 potros (quatro equinos e quatro muares) e, nas analises microbianas
independentes de cultivo foram avaliados 6 potros (trés equinos e trés muares).

3.3 Manejo e Dietas

O manejo sanitario consistiu no controle de ectoparasitas e endoparasitas. Houve a
doma inicial com o uso de cabrestos, escovacdo e manuseio semanal dos animais. Os potros
foram mantidos em trés piquetes em manejo rotacionado, onde consumiram ad libitum as
forragens de Coast-cross (Cynodon dactylon (L.) Pers. cv. Coast-cross), Florakirk (Cynodon
dactylon) e Tifton-85 (Cynodon spp. cv. Tifton-85). A cada 20 dias coletava-se as amostras
fecais, mensurava-se 0s potros e a permuta dos animais para um novo piquete. Ocorreram duas
rotacbes nos trés piquetes, onde o periodo I, com os animais na idade de 6 a 8 meses,
correspondendo a primeira rotacdo nos piquetes. Neste periodo foram realizadas trés coletas
fecais e de mensuracfes. No periodo Il, com os animais na idade de 8 a 10 meses, houve a
segunda rotagdo nos piquetes e as trés ultimas coletas fecais e mensura¢des dos potros. Dentro
de cada piquete os animais tinham livre acesso a agua e havia um cocho coletivo onde foram
fornecidos em média 20 g de sal mineralizado por potro diariamente (Tabela 3).

Tabela 3. Composicgéo percentual dos ingredientes do sal mineralizado.

Ingredientes g/kg %

Cloreto de Sédio 338g 33,8
Fosfato Bicélcico 4169 41,6
Calcério Calcitico 2439 24,3
Sulfato de Cobre 39 0,3

Legenda: g/kg= gramas por quilo; %= Porcentagem.



3.4 Delineamento Experimental

A pesquisa foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em um
esquema fatorial, de acordo com modelo estatistico:

Yijkl =m + Ei + Fj + Pk + EFij + EPik + FPjk + EFPijk + eijkl, em que:

Yijkl = corresponde ao |-ésimo nivel das variaveis respostas avaliadas para a espécie i,
pastagens j e periodos k;

m = corresponde a media geral do experimento;

Ei = corresponde ao efeito do fator espécie (i = 1, 2);

Fj = corresponde ao efeito do fator pastagens (j =1, 2 e 3);

Pk = corresponde ao efeito do fator periodos (k = 1, 2);

EFij = corresponde ao efeito de interacdo entre os fatores espécies e pastagens;

EPik = corresponde ao efeito de interacdo entre os fatores espécies e periodos;

FPjk = corresponde ao efeito de interacdo entre os fatores pastagens e periodos;

EFPijk = corresponde ao efeito de interacdo entre os fatores espécies, pastagens e periodos;
Eijkl = corresponde ao erro (residuo) experimental.

O esquema em fatorial triplo 2 x 3 x 2 teve como: fator A — potros equinos (Equus
caballus) e potros hibridos muares ($Equus asinus x QEquus caballus); o fator B — as
pastagens de Coast-cross, Florakirk e Tifton-85; o fator C — os dois periodos de avaliacgéo,
sendo o Periodo | (p6s-desmame imediato) abrangendo o periodo de 60 dias iniciais
compreendendo a permanéncia e pastejo sequencial de 20 dias nos pastos de Coast-cross,
Florakirk e Tifton-85. O Periodo Il (pds-desmame tardio) abrangendo o periodo de 60 dias
finais compreendendo a permanéncia e pastejo sequencial de 20 dias nos pastos de Coast-cross,
Florakirk e Tifton-85, conforme ilustrado na linha temporal da pesquisa (Figura 1).

Periodo Periodo I Periodo 11
experimental (pds-desmame imediato) (pos-desmame tardio)
A
[ \
Tempo 0d 20d 40d 60d 80d 100d 1204
Forrageiras | Coast-crossl Florakirk I Tifton-85 | Coast-crossl Florakirk | Tifton-85 |
f f f f f f f
Eventos  Desmame  [*coleta Peoleta  Fcoleta  4icoleta 5 coleta 6 coleta

Figura 1. Linha temporal da pesquisa: periodos, tipo de forrageiras e eventos experimentais.
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Os modelos de anélise dos resultados estdo apresentados nos quadros de analise de

variancia (Quadros 1, 2 e 3).

Quadro 1. Quadro de analise de variancia das variaveis de desempenho animal.

Fonte de variacao

Graus de liberdade

FATOR A (Espécies: Equina e Muar) 2-1=1
FATOR B (Pastagens: Coast-cross, Florakirk e Tifton-85) 3-1=2
FATOR C (Periodos: Pds-desmame imediato e tardio) 2-1=1
AxB 1x2=2
AxC Ix1=1
BxC 2x1=2
AxBxC Ix2x1 =2
Tratamentos 2x3x2 -1=11
Residuos 71-11=60
Total 2X3x2x6-1=72-1=71

Quadro 2. Quadro de analise de variancia das analises microbianas das técnicas dependentes

de cultivo.
Fonte de variacdo Graus de liberdade
FATOR A (Espécies: Equina e Muar) 2-1=1
FATOR B (Pastagens: Coast-cross, Florakirk, e Tifton-85) 3-1=2
FATOR C (Periodos: Pds-desmame imediato e tardio) 2-1=1
AxB 1x2=2
AxC Ix1=1
BxC 2x1=2
AxBxC Ix2x1 =2
Tratamentos 2x3x2 -1=11
Residuos 47-11= 36
Total 2x3x2x4-1 = 48-1 = 47
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Quadro 3. Quadro de andlise de variancia das analises microbianas das técnicas independentes
de cultivo.

Fonte de variacao Graus de liberdade
FATOR A (Espécies: Equina e Muar) 2-1=1
FATOR B (Pastagens: Coast-cross, Florakirk e Tifton-85) 3-1=2
FATOR C (Periodos: P6s-desmame imediato e tardio) 2-1=1
AxB Ix2=2
AxC Ix1=1
BxC 2x1=2
AxBxC Ix2x1 =2
Tratamentos 2x3x2 -1=11
Residuos 35-11=24
Total 2x3x2x3-1=36-1=35

3.5 Mensuragdes Lineares e de Peso

Os animais foram mensurados a cada 20 dias, sendo avalia¢Oes da altura na cernelha
(Figura 1A), na garupa (Figura 1B) e do costado (Figura 2A) e, do comprimento corporal com
auxilio do hipémetro. Os perimetros toracicos (Figura 3B), do antebrago (Figura 4A), do joelho
(Figura 4B) e da canela (Figura 4C) foram medidos através de fita métrica. Nas mensuracgdes
0s animais estavam em estacédo forcada e as medidas foram efetuadas pelo lado esquerdo do
corpo. Na estacdo forcada os animais devem estar com 0os membros anteriores e posteriores de
forma mais regular, perpendicularmente sobre o piso de cimento plano e no formato de
paralelogramo retangular.

As descri¢des das mensuracdes de altura sdo: altura na cernelha, que é a medida do
ponto mais alto da regido interescapular até o solo. Esta situada nos processos espinhosos
situado entre as vertebras toracicas T5 e T6. A altura na garupa é compreendida como o ponto
mais alto da garupa sendo mensurada da tuberosidade sacral até o solo, a altura do costado se
apresenta como a distancia entre 0s processos espinhosos localizados entre as vertebras T5 e
T6 até o processo xiféide. O comprimento do corpo € a distancia da por¢éo cranial do tubérculo
maior do Umero até porcdo caudal da tuberosidade isquiatica. As descrigdes dos perimetros
sdo: perimetro toracico, que é a medida da circunferéncia posicionada apos o final da cernelha
localizado entre 0s processos espinhosos das vertebras toracicas T8 e T9 passando pelos
espacos intercostais da 82 e 92 costelas até Ultima articulacdo da costela com o processo xifoide,
0 perimetro do antebrago que é a mensuracao da circunferéncia posicionada na regidao mediana
do antebraco formada pelo ossos do radio e da ulna, perimetro do joelho que é a medida da
circunferéncia da regido mediana do joelho compreendida como 0ssos carpianos e o perimetro
da canela é a medida da circunferéncia situada na regido mediana da canela onde estdo
localizados nos ossos do metacarpo 2 ao 4 (CABRAL et al., 2004; PINTO et al., 2005). Foram
feitas seis avaliagdes do peso corporal dos potros utilizando balan¢a mecénica, com capacidade
de mensuracao de uma tonelada, previamente calibrada.
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Figura 2. Mensuragdo da altura com hipémetro. A - Altura na cernelha; B - Altura na garupa. (Fonte:
Acervo pessoal)

Figura 3. Mensuracéo de altura e perimetro. A - Altura do costado; B - Perimetro torécico. (Fonte:
Acervo pessoal)
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Figura 4. Mensuracédo dos perimetros com fita métrica. A - Perimetro do antebrago; B — Perimetro da
canela; C - Perimetro do joelho. (Fonte: Acervo pessoal)

3.6 Coleta de Amostras das Pastagens

Foram feitas duas coletas de amostras das pastagens dos cultivares de Cynodon
dactylon: Coast-cross, Florakirk e Tifton-85, com auxilio de um guadrante 1x1 m e tesoura de
poda. A primeira coleta ocorreu no antes e a segunda apds o pastejo dos potros nos piquetes e,
posteriormente realizou-se analises bromatoldgicas.

3.7 Analises Bromatologicas das Forragens

As gramineas coletadas no antes e apds o pastejo foram pesadas e submetidas a pré-
secagem em estufa de circulacdo forcada, em seguida ocorreu a moagem no moinho de facas
tipo Willey com peneira de 1 mm (SILVA et al., 2014). Apds determinou-se a porcentagem
de: matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB) (AOAC, 1995), extrato
etéreo (EE) (SILVA e QUEIROZ, 2006), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA), celulose (CEL), hemicelulose (HEM) (VAN SOEST et al., 1991) e
lignina (LIG) através da oxidagdo com permanganato de potéssio (VAN SOEST e
ROBERTSON, 1980). Os resultados da composicdo bromatoldgica das pastagens foram
expressas em gramas por quilo na (Tabela 4).
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Tabela 4. Composicdo bromatoldgica das forrageiras Coast-cross, Florakirk e Tifton-85, na
base da matéria seca.

Forrageiras

Coast-cross Florakirk Tifton-85
Itens Periodos experimentais
| 1 | 1 | 1
Matéria seca, g/Kg 959 933 943 925 954 933
Composicéo quimica, g/Kg MS
Matéria mineral 66 89 76 76 72 85
Extrato etéreo 39 16 24 18 27 18
Proteina bruta 126 102 98 109 129 153
Fibra em detergente neutro 759 760 756 802 776 804
Fibra em detergente acido 359 381 384 355 364 381
Celulose 340 305 291 296 288 294
Hemicelulose 400 380 372 447 413 422
Lignina! 68 54 59 39 44 64
Carboidratos ndo fibrosos? 9 32 0 0 46 0

! Lignina determinada pela oxidagdo de permanganato de potassio
2 Carboidratos ndo fibrosos (CNF) = 100 - (%PB + %FDN + %EE + % MM)

3.8 Coleta de Amostras Fecais

Foram realizadas seis coletas fecais diretamente da ampola retal dos potros, em oito
animais e a cada 20 dias (Figura 5). A primeira coleta ocorreu no 20° dia, apds 0s animais terem
sido inseridos na pastagem de Coast-cross; no 40° dia, na pastagem de Florakirk; e no 60° dia,
na pastagem de Tifton-85. Foram estabelecidas duas rotacGes nas trés pastagens, sendo a ultima
coleta fecal realizada no 120° dia experimental. Apds a coleta, as amostras fecais foram
armazenadas em sacos plasticos e mantidos em caixa térmica até a preparagdo das subamostras.

Figura 5. Coleta das amostras fecais nos potros. (Fonte: Acervo pessoal)

No EQUILAB as amostras fecais foram divididas em trés subamostras: a primeira foi
destinada para as técnicas dependentes de cultivo, sendo realizadas dilui¢Ges seriadas de 1 g da
fezes e inoculacdo nos meio seletivos liquidos e sélidos; a segunda subamostra foi utilizada
para as técnicas independentes de cultivo, sendo inseridas trés tubos criogénicos de 2 mL e, em
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seguida esses tubos foram congelados -20°C até a extracdo do DNA total; a terceira subamostra
foi filtrada e aferido o pH do liquido fecal.

3.9 Mensuracéo do pH fecal
O pH fecal foi mensurado utilizando o pHmetro previamente calibrado. As amostras

fecais foram filtradas com o filtro Blutex de 100 mm e o liquido fecal foi submetido a sonda
do pHmetro até a estabilizacdo do pH (BERG et al., 2005) (Figura 6).

Figura 6. Medicdo do pH fecal com pHmetro. (Fonte: Acervo pessoal)
3.10 Anélises Microbianas Dependentes de Cultivo

Com a finalidade de avaliar o perfil dos microrganismos fibroliticos, realizou-se
inoculacGes em meios seletivos liquidos e sélidos para obter contagens de anaerébicos totais,
bactérias celuloliticas, Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. Nesta analise foram utilizadas
amostras fecais de oito potros (4 equinos e 4 muares).

Cerca de 1 g de fezes foram homogeneizadas no voértex e distribuidas para os demais
tubos contendo solugdo mineral (BRYANT e BURKEY, 1953). Ao distribuir as dilui¢des, 0s
tubos foram saturados com CO para manter a anaerobiose (Figura 7). Em seguida inoculou-se
nos meios seletivos para avaliacao:

Figura 7. Diluigdo seriadas em solugdo mineral. (Fonte: Acervo pessoal)
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3.10.1 Concentracao de anaerobicos totais

Foram inoculados 1 mL em trés roll tubos (triplicatas) das dilui¢des 10, 107 e 108
Em 4 mL do meio completo modificado (LEEDLE e HESPELL, 1980) sob ambiente de CO..
Os tubos foram postos na jarra de anaerobiose e incubados na estufa bacteriologica por 48
horas a 39 °C. Apds as 48 horas, comparou-se a turvacao em relacdo a um tubo que continha
apenas meio completo modificado (controle negativo). Quando houve turvacéo, havia presenca
de anaerdbicos totais. Caso o tubo estivesse semelhante ao controle, o resultado era
considerado negativo (Figura 8A). As concentracdes bacterianas foram determinadas pelo
método do namero mais provavel (NMP), que se baseia nos padrdes de presenca ou auséncia
(nesse caso, turvagao ou ndo) em cada diluicéo (SILVA et al., 2007).

3.10.2 Concentracao de celuloliticas

Inoculou-se 1 mL das diluicBes 103, 10* e 10°em trés roll tubos em 8 mL do meio de
cultura liquido (HALLIWELL e BRYANT, 1963; JULLIAND et al., 1999) e modificado por
(BARUC et al., 1983). Cada tubo continha um papel Whatman nas dimensdes de 8x1 cm
(Figura 8B). Os tubos foram postos em jarras de anaerobiose e incubados em estufa
bacterioldgica, por 15 dias a 39°C. Apos a incubacéo verificou-se a degradacao o papel filtro.
Quando houve degradacdo do papel, havia presenca de bactérias celuloliticas. Também foi
usado o método de nimero mais provavel (NMP) (SILVA et al., 2007) para obtencdo das
concentragdes bacterianas. Os resultados foram transformados e expressos na base logaritmica.

.

]

Branco

Figura 8. Resultado da inoculagcdo em meio liquido. A - Anaerdbicos totais; B - Bactérias
celuloliticas. (Legenda: += presenca de anaerdbicos totais; -= auséncia de anaerdbicos totais; Branco=
controle negativo. (Fonte: Acervo pessoal)

3.10.3 Contagens de Streptococcus

Foi semeado 100 pL das diluiges 104, 10° e 10 em triplicatas, com auxilio da alca
Drigalski, no meio Agar Azida Bile Esculina (Acumedia), meio seletivo para contagens de
Streptococcus spp. (Figura 9A). Em seguida, as placas foram incubadas na estufa por 48 horas
a 38°C (FAUBLADIER et al., 2013). Apo6s a incubacdo foi feita a contagem das colonias e
obteve-se a média da triplicata. Os valores foram transformados para base logaritmica e
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expressos em logio UFC/g™! (unidades formadoras de colonias em log por grama de fezes
frescas).

3.10.4 Contagens de Lactobacillus

Cerca de 100 pL das diluicbes 10, 10° e 10°° foram semeadas com a alca Drigalski em
triplicatas no meio Agar MRS (Kasvi), meio seletivo para contagens Lactobacillus spp. (Figura
9B). Em seguida, incubou-se em estufa a 38°C por 48 horas (FAUBLADIER et al., 2013). As
meédias das contagens das col6nias foram transformadas para base logaritmica e expressas em
log10 UFC/g™! (unidades formadoras de coldnias em log por grama de fezes frescas).

Figura 9. Triplicata das dilui¢des 10, 10-° e 10 em meio sélido. A - Meio seletivo para
Streptococcus spp.; B - Meio seletivo para Lactobacillus spp. (Fonte: Acervo pessoal)

3.11 Andlises Microbianas Independente de Cultivo

Utilizou-se técnicas moleculares com objetivo de amplificar e sequenciar a regido
correspondente ao gene do rDNA 16S:

3.11.1 Extracio do DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 250 mg de fezes. Foram extraidas 36
amostras fecais provenientes de seis potros (3 equinos e 3 muares) utilizando o QlAamp Stool
Mini Kit (Qiagen Ltd., UK), conforme as instru¢des do fabricante.

3.11.2 Eletroforese em gel de agarose

Na avaliagdo da integridade e pureza do DNA extraido, foram realizados géis de
agarose a 0,8 % e eletroforese a 127 V e 400 mA por 60 minutos. Em seguida, os géis foram
submetidos a luz ultravioleta (UV) no transluminador. As amostras que apresentaram bandas
fortes e sem rastro seguiram para as demais analises moleculares. A presenca de bandas com
intensidade forte indica que ha DNA e em quantidade elevada, por isso que se comparou as
bandas ao marcador Lambda () ajustado a concentragdo de 10 ng/pL para se ter uma base da
quantidade de DNA presente na amostra. A ndo ocorréncia do rastro indica que o DNA esta
fragmentado (Figura 10).
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose. Legenda: Marcador Lambda (12 banda da esquerda
para direita), as demais bandas indicam que hd DNA integro nas amostras, visto que ndo ha
formacéo de rastro. (Fonte: Acervo pessoal)

3.11.3 Quantificacdo do DNA

Para a quantificacdo utilizou-se o espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, MA, Estados Unidos) empregando 1L do DNA total e o tampéo de eluicdo do kit
da QIAGEN® como controle negativo (branco).

3.11.4 Construcao da biblioteca genémica

Foram enviadas 36 amostras de DNA para empresa Macrogen em Seul na Coreéia do Sul
(https://dna.macrogen.com). Primeiramente as amostras foram submetidas a um controle de
qualidade onde os DNAs foram quantificados com o fluordmetro Victor 3 (PerkinElmer) e
submetidos a gel de eletroforese. Em seguida, foi construida a biblioteca gendmica visando
amplificar DNA correspondente a regido V3 a V4 do gene RNA ribossomal 16S utilizando os
primers Bakt 341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) e Bakt 805R
(GACTACHVGGGTATCTAATCC). Os produtos de PCR também passaram por um controle
de qualidade. Para avaliar a qualidade utilizou-se o Bioanalyzer 2100 (Agilent, CA, Estados
Unidos) e, para estimar a quantidade de fragmentos foi utilizado o fluorémetro Qubit™ 3.0,
com intuido de criar bibliotecas com alta qualidade e com densidade de clusters ideais para as
células de fluxo da plataforma Illumina.

3.11.5 Sequenciamento do DNA

Os produtos da PCR foram sequenciados utilizando a plataforma Illumina MiSeq 300
pares de base (bp) emparelhados (PE), com biblioteca controle (PhiX) e com 100 mil leituras
por amostra. Os produtos do sequenciamento foram convertidos para dados brutos no formato
fastq para serem conduzidas as analises de bioinformaticas.

3.12 Andlises Estatisticas

As variaveis respostas de desempenho animal, contagens microbioldgicas, abundancias
relativas dos filos, ordens, familias e géneros, indices de diversidade e riqueza de espécies
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foram avaliados com delineamento inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 2x3x2.
Os resultados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade dos residuos através do
teste Shapiro Wilk. Os resultados que atenderam as premissas da analise de variancia
(ANOVA) foram submetidas ao teste F para avaliar se ha diferencas e interacdes significativas
entre os fatores e, quando foram verificadas diferencas entre as médias, elas foram comparadas
com o teste Tukey a 5% de probabilidade. Nas varidveis que nao seguiram a distribuicdo normal
dos residuos aplicou-se o teste ndo paramétrico Kruskal Wallis para avaliar a diferencas entre
as médias dos tratamentos e o teste Dunn para comparar as médias. As analises estatisticas
foram conduzidas no software R versdo 4.0.3.

3.13 Anélises Bioinformaéticas

As sequéncias brutas do NGS com formato fastq foram processadas atraves do software
Mothur versdo 1.45.2 (SCHLOSS et al., 2009). Esse processamento consistiu no
emparelhamento das sequéncias forward e reverse gerando os contigs. Os dados foram
submetidos a uma filtragem de qualidade retirando: sequéncias de baixa qualidade (inferiores
a 420 ou superiores a 470 pb), ambiguas ou aquelas que continham mais de oito
homopolimeros. As sequéncias filtradas, foram alinhadas ao banco de dados referéncia de
RNAr do Silva versdo 138.1 (QUAST et al., 2013).

As sequéncias mal alinhadas e com colunas ndo informativas foram removidas através
dos comandos screen.seqs e filter.seqs. Em seguida, as sequéncias foram pré-agrupadas por
meio do comando pre.cluster empregando o parametro diffs=4. Em seguida, foram detectadas
as sequéncias quiméricas no chimera.vsearch e removidas através do comando remove.seqs
(EDGAR et al., 2011). As sequéncias resultantes foram classificadas com confiabilidade de
80% de identidade dos nucleotideos com banco de dados Ribosomal Database Project (RDP)
versdo 18 (COLE et al., 2014). Empregando o comando remove.lineage foram identificadas e
removidas as sequéncias de cloroplastos, mitocondrias, dos reinos Archaea e Eukaria, assim
como as com reino desconhecido. Foi efetuada a normalizacdo do nimero de leituras, tendo
como base na amostra com menor nimero de sequéncias (28.779), posteriormente usando o
comando cluster.split as sequéncias foram agrupadas em Unidades Taxonémicas Operacionais
(OTUs), tendo como parametro 97% de similaridade entre as sequéncias (COLE et al., 2014).

Retirou-se as OTU raras aplicando o cluster.split e calculou-se as curvas de rarefacéo,
distribuicdo das OTUs, os indices de diversidade de espécies Chaol (CHAO, 1984), Shannon
(SHANNON, 1948) e Simpson (SIMPSON, 1949). A composi¢do bacteriana foi avaliada
através do resumo taxonémico de cada amostra, da distribuicdo das OTUs através da ordenacgéo
de escala multidimensional ndo métrica (NMDS) com indice de similaridade Bray-Curtis,
usando o programa Past 4.03 (HAMMER et al., 2001).

Com base nos grupos observados na ordenacdo, realizou-se no Past 4.03 a analise
multivariada Permanova para avaliar se ha diferencas significativas entre os grupos. Quando
confirmada as diferencas, realizou-se a analise discriminante linear do tamanho do efeito
(LefSe) no Mothur versdo 1.45.2 com intuito de comparar quais OTUs diferiram entre os
tratamentos (SEGATA et al., 2011). A partir dos resultados do LefSe, realizou-se a analise das
espécies indicadoras (ISA), identificando as OTUs que promoveram as diferencas
significativas entre os tratamentos experimentais (DUFRENE e LEGENDRE, 1997).

3.14 Deposito das Sequéncias de Nucleotideos

As sequéncias oriundas do sequenciamento foram depositadas no NCBI Sequence Read
Archive (SRA) e podem ser acessadas através do bioprojeto PRINA766695.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo do Desempenho Corporal dos Potros

O fator espécies ndo proporcionou efeitos significativos (p>0,05) sobre as variaveis de
ganho de peso e medidas corporais. Entretanto, houve efeito do fator forrageiras (p<0,05) sobre
os ganhos médios de: pesos diarios, nas alturas nas cernelhas, nas alturas do costado e nos
perimetros dos antebracos, joelhos e canelas. Também houve efeito dos periodos ap6s desmame
(p<0,05) nos ganhos médios das: alturas dos costados e nos perimetros toracicos, dos
antebracos e dos joelhos dos potros (Tabela 5).

Tabela 5. Efeitos dos tratamentos sobre 0s ganhos de peso e medidas corporais.

Espécies Forrageiras Periodos

Ganhos E M 0 | C = T o | | T 0 DP

Peso (g/dia) 49,8 450 05166 556 59,94 26,7® <0,0001 44,2 506 0,4060 36,9
Alturas (cm)
Cernelha 1,8 1,7 06476 1,48 254 138 0,0065 1,7 18 08423 14
Garupa 18 18 08838 15 2,1 1,8 02591 21 15 00713 14
Costado 1,0 09 06775 144 09 068 00027 1,22 0,7° 00171 08
Comprimento (cm)
Corporal 20 18 05084 25 1,7 15 0,0565 22 16 00917 1,7
Perimetros (cm)

Toréacico” 29 31 09481 26 3,6 2,8 0,3437 3,7¢@ 2,3® 0,009 29
Antebracgo 28 23 01512 16® 33* 274 <0,0001 34* 1,6° <0,0001 21
Joelho® 07 06 09180 0,282 16 0,2® 00000 1,* 0,2° 0,0063 11
Canela” 07 06 06940 0418 164 0,18 0,0002 1,1* 0,2* 0,0408 1,1

Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste F da Anova, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. * Médias seguidas de mesma letra maitscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste
de Dunn, a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre si
pelo teste Kruskal Wallis, a 5% de probabilidade. Legenda: E= Equinos; M= Muares; C= Coast-cross; F=
Florakirk; T= Tifton-8; DP= desvio padréo.

Houve interagdes duplas significativas entre os fatores forrageiras e periodos pés-
desmame para os ganhos médios de: pesos diarios (p=0,0014), na altura na cernelha (p=0,0142),
na altura na garupa (p=0,0087), na altura do costado (p=0,0083), do comprimento corporal
(p=0,0011) e no perimetro do antebrago (p<0,0001). Ocorreu interacao tripla entre os fatores
especies x forrageiras x periodos para nos ganhos médios da altura na garupa (p=0,0487).

4.2 Analise Microbiana através de Técnicas Dependentes de Cultivo

Houve efeitos significativos do fator espécies nos valores médios de pH fecal
(p<0,0001), nas contagens de Streptococcus spp. (p=0,0046) e Lactobacillus spp. (p<0,0001).
As forrageiras proporcionaram efeitos sobre o pH fecal (p<0,0001) e nas contagens de
anaerdbios totais (p=0,0338). O fator periodos pds-desmame propiciou efeitos nos valores
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médios de: pH fecal (p<0,0001), nas contagens de Lactobacillus spp. (p<0,0001) e de bactérias
anaerdbias totais (p=0,0045) (Tabela 6).

Tabela 6. Ganhos médios de peso e medidas lineares em funcéo das interagdes entre forrageiras
e periodos pos-desmame.

Forrageiras

C F T C F T
Ganhos . _ p-valor
Periodo | Periodo Il
Peso diario(g/dia) 62,87 67,1 2,88 484A° 535% 51 oM 0,0014
Altura na cernelha (cm) 0,88 3,00 138 20M 1,97 1,442 0,0142
Altura na garupa (cm) 1,38 30% 1,98 1784 114 1,67 0,0087
Altura no costado (cm) 1,242 128 194 157 (58P 0,180 0,0083
Comprimento corporal (cm) 3,84 1382 15Ba 13A0 M 1,5% 0,0011

Perimetro do antebrago (cm) 1,282 53A 39Aa 10 ] gAb 1,6"*  <0,0001

Médias seguidas de mesma letra mailscula na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste F da Anova,
a 5% de probabilidade. Legenda: C= Coast-cross; F= Florakirk; T =Tifton-85.

Tabela 7. Efeitos dos tratamentos sobre os valores médios de pH fecais e contagens bacterianas
em meio de cultivo seletivos.

Espécies Forrageiras Periodos DP
E M p | C F T p [ 1 1 p
pH fecal 6,3 6,6° <0,0001 6,6 6,3% 65* <0,0001 6,6° 63" <0,0001 04

Contagens bacterianas (logio UFC/g de fezes frescas)
Streptococcus spp. 5,9 3,8° 00046 44 46 54 04577 42 54 00744 26
Lactobacillus spp. 5,5 3,2° <0,0001 47 47 37 09122 32" 55 <0,0001 2,8
Anaerébios totais® 7,1 6,7 0,2010 6,7® 6,84 7,1* 00338 65" 7,22 0,0045 1,1
Celuloliticas” 26 25 07876 28 24 24 05746 25 27 0,7402 172

Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste F da Anova, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. * Médias seguidas de mesma letra maitscula na horizontal néo diferem entre si pelo teste
de Dunn, a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre si
pelo teste Kruskal Wallis, a 5% de probabilidade. Legenda: E= Equinos; M= Muares; C= Coast-cross; F=
Florakirk; T= Tifton-85; DP= desvio padréo.

Também verificou interacBes duplas entre forrageiras x periodos para os valores
médios de pH fecais (p=0,0012) e entre espécies x periodos para as contagens médias de
Lactobacillus spp. (p=0,0411) conforme demostrado nas (Tabelas 8 e 9).
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Tabela 8. Valores médios de pH fecal em func¢éo da interacdo entre forrageiras e periodos pos-
desmame.

Forrageiras

Periodo | Periodo 11
C F T C F T p-valor
pH fecal 6,942 6,482 6,582 6,3ABb 6,18° 6,6%2 0,0012

Meédias seguidas de mesma letra mailscula na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal nao diferem entre si pelo teste F da Anova,
a 5% de probabilidade. Legenda: C= Coast-cross; F= Florakirk; T= Tifton-85.

Tabela 9. Contagens médias de Lactobacillus spp. em funcdo da interacdo entre espécies e
periodos pos-desmame.

o Potros Equinos Potros muares
Espécies _ _ _ _ p-valor
Periodo | Periodo Il Periodo | Periodo Il
Lactobacillus spp.t 5,144 6,47 1,380 5,472 0,0411

Médias seguidas de mesma letra maidscula na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste F da Anova,
a 5% de probabilidade. ! logio UFC/g de fezes frescas.

4.3 Analise Microbiana através de Técnicas Independentes de Cultivo

As 36 amostras fecais geraram um total de 3.024.207 sequéncias que foram submetidas
a filtragens de qualidade e limpezas, alinhamento aos bancos de dados referéncia de RNAr do
Silva v.138.1 (1.441.464 sequéncias) e RDP v.18 (369.451 sequéncias) e uniformizacdo do
ndmero de sequéncias por amostra. Para essa normalizacdo, utilizou-se uma subamostra de
28.779 sequéncias e esse valor foi baseado na amostra com menor n° de sequéncias. Logo apas,
as sequéncias resultantes foram agrupadas em 12.368 OTUs apresentando 97% de identidade
com: 19 filos, 31 classes, 49 ordens, 86 familias e 199 géneros.

O ndmero de sequéncias estabelecido na normalizacéo apresentou cobertura adequada,
visto que as curvas de rarefacdo esbocaram tendéncia em atingir a estabilidade (Figura 11) para
0 numero total de sequéncias analisadas (27.665 sequéncias), demostrando que o
sequenciamento representou 96,13% das sequéncias analisadas. Em relacdo aos niveis
taxondmicos, aproximadamente 96,51% das sequéncias foram classificadas a nivel de filo,
83,24% a nivel de classe, 75,44% a nivel de ordem, 63,11% a nivel de familia e 17,70% a nivel
de género.

4.3.1 Indices de diversidade e riqueza de espécies

Houve efeito do fator espécies sobre os valores médios: do nimero de OTUs (p=0,0165)
e indices de Shannon (p=0,006) e Simpson (p=0,0016). O fator forrageias proporcionou
diferencas nas médias dos numeros de OTUs (p=0,0260) e indice de riqueza de Chao 1
(p=0,0320). Verificou-se efeitos significativos dos periodos experimentais sobre todos o0s
indices de diversidade avaliados, nimero de OTUs (p=0,0160) e indices de Chaol (p=0,0470),
Shannon (p=0,0160) e Simpson (p=0,0240) (Tabela 10).
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Tabela 10. Efeito dos tratamentos sobre a média do nimero de OTUs e os indices de Chao 1,
Shannon e Simpson.

Espécies Forrageiras Periodos DP
Equinos Muares p | C F T p [ 1 Il p

indices

N°OTU 2209° 23718 0,0165 2416~ 21988 22558 0,0255 23712 2208  0,0155 244
Chao 1 3194,7 3350,2 0,0977  3436,6~ 3126,3% 3254,2°B 10,0322  3366,8° 3178,2° 10,0474 3248
Shannon 5,7° 6,0 0,0060 6,0 58 58 0,1367 6,02 5,7° 0,0157 0,43
Simpson 0,022 0,01° 0,0161 0,01 0,01 0,02 0,3737 0,01° 0,022 0,0409 0,02

Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste F da Anova, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mailscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. Legenda: C= Coast-cross; F= Florakirk; T= Tifton-85; DP= desvio padréo.
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Figura 11. Curva de rarefacdo dos nimeros de OTUs observados em doze tratamentos, que sdo
combinagéo dos fatores espécies (equinos e muares), das forrageiras (Coast-cross, Florakirk e Tifton-
85) e dos periodos (I e 11). Legenda: E= Equinos; M= Muares; C= Coast-cross; F= Florakirk; T= Tifton-
85; P1= Periodo I; P2= Periodo II.

Verificou-se efeitos significativos entre espécies x forrageiras para os valores médios

dos nimeros de OTUs (p=0,0235) e sobre os indices de diversidade de Shannon (p=0,0390) e
Simpson (p=0,0490), conforme ilustrado na (Tabela 11).
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Tabela 11. Efeitos das interacdes entre espécies e forrageiras sobre as médias dos numeros de
OTUs e dos indices de diversidade de Shannon e Simpson.

indices de diversidade

N° de OTU Shannon Simpson
Forrageiras Equinos Muares Equinos Muares Equinos Muares
Coast-Cross 24632 2369 6,12 6,0 0,01° 0,01
Florakirk 208280 23144 5,580 6,0% 0,02/ 0,018
Tifton-85 208280 24294 5,480 6,14 0,034 0,018

Médias seguidas de mesma letra mailscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mintscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste F da Anova,
a 5% de probabilidade.

4.3.2 Abundancia relativa das comunidades bacterianas fecais

A comunidade bacteriana das amostras fecais continha o total de 19 filos, os trés filos
que apresentaram abundancias relativas elevadas foram: Firmicutes (57%), Bacteroidetes
(22%) e Verrucomicrobia (9%). Ha seis filos que possuem abundancias superiores a 1%:
Spirochaetes, Candidatus Saccharibacteria, Actinobacteria, Proteobacteria e Fibrobacteres
(Figura 12). Os demais 11 filos representam juntos 1,2% da abundancia relativas das amostras
fecais:  Synergistetes, Planctomycetes, Armatimonadetes, SR1, Campilobacterota,
Lentisphaerae Tenericutes, Elusimicrobia, Chloroflexi, Chlamydiae e Fusobacteria (Figura 13).
Cerca de 3,5% das sequéncias ndo conseguiram ser atribuidas a um filo bacteriano.

0,
100% . . . . . m Others

90%

m Fibrobacteres
80% .

m Proteobacteria
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m Actinobacteria
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m Candidatus
50% Saccharibacteria

m Spirochaetes
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, Bacteria ndo
30% classificada
20% = Verrucomicrobia
10% m Bacteroidetes

0% m Firmicutes

Figura 12. Percentual de abundancia relativa dos filos nas espécies (equinos e muares), forrageiras
(Coast-cross, Florakirk e Tifton-85) e periodos (I e 11). Legenda: E= Equinos; M= Muares; C= Coast-
cross; F= Florakirk; T= Tifton-85; P1= Periodo I; P2= Periodo II.
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Figura 13. Filos com abundancia relativa inferior a 1% encontrados nos diferentes tratamentos
experimentais. Legenda: E= Equinos; M= Muares; C= Coast-cross; F= Florakirk; T= Tifton-85; P1=
Periodo I; P2= Periodo II.

O fator espécies proporcionou efeitos nos valores médios das abundancias relativas dos
filos Firmicutes (p=0,0348), Bacteroidetes (p=0,0045), Spirochaetes (p<0,0001), Candidatus
Saccharibacteria (p<0,0001) e Fibrobacteres (p=0,0223). Também foram identificados efeitos
desse tratamento sobre as familias Lactobacillaceae (p=0,0041), Acidaminococcaceae
(p<0,0001) e Clostridiales Incertae Sedis XIII (p=0,0151), pertencentes a Firmicutes. Na
familia Prevotellaceae (p<0,0001), do filo Bacteroidetes. Assim como a familia
Spirochaetaceae (p<0,0001), do filo Spirochaetes e, da familia Fibrobacteraceae (p=0,0223),
representantes de Fibrobacteres.

As pastagens propiciaram diferencas significativas nos percentuais das abundancias
relativas da familia Lachnospiraceae e género Agathobacter (p=0,0124), membros de
Firmicutes. Também verificou-se efeitos no filo Bacteroidetes (p=0,0101) e familia
Prevotellaceae (p<0,0001). Entre os periodos experimentais, houve efeitos nas frequéncias
relativas do filo Firmicutes (p<0,0047), da familia Lactobacillaceae (p=0,0441) e do género
Lysinibacillus (p=0,0455) (Tabela 12).

Ocorreram efeitos entre dois fatores (espécies e forrageiras) sobre o0s percentuais médios
das abundancias relativas dos filos Spirochaetes (p=0,0048), Candidatus Saccharibacteria
(p=0,0045) e Actinobacteria (p=0,0267); das familias Lachnospiraceae (p=0,0213),
Prevotellaceae (p=0,0044), Spirochaetaceae (p=0,0046), Erysipelotrichaceae (p=0,0172),
Eggerthellaceae (p=0,0409), Akkermansiaceae (p=0,0125) e Acidaminococcaceae (p=0,0092);
e dos géneros Treponema (p=0,0041), Akkermansia (p=0,0125), Ruminococcus (p=0,0171) e
Phascolarctobacterium (p=0,0048).
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Tabela 12. Efeitos dos tratamentos sobre os percentuais medios das abundancias relativas dos
filos, familias e géneros bacterianos.

Niveis Taxondmicos Espécies Forrageiras Periodos
E M C F T I 1
Firmicutes (P) 59,4¢ 544* 533 58,2 59,2 53,5° 60,3
Lachnospiraceae (F) 235 244 211® 2887 22,18 23,6 243
Lactobacillaceae (F) 3,12 0,6° 1,8 2,3 1,5 0,9° 2,9
Clostridiales Incertae Sedis XII1 (F)  1,8%  1,2° 15 1,4 1,7 1,7 1,4
Acidaminococcaceae (F) 05°> 1,1° 0,7 0,9 0,8 0,8 0,8
Lysinibacillus (G) 1,8 04 12 1,3 0,8 0,1° 2,12
Phascolarctobacterium (G) 05°> 1,1° 0,7 0,9 0,8 0,8 0,8
Agathobacter (G) 04> 08 05% 098 0,58 0,7 0,5
Bacteroidetes (P) 18,6° 24,8 251~ 22678 17,28 23 20,3
Prevotellaceae (F) 2,2° 38 35% 37A 1,98 3,2 2,8
Spirochaetes (P) 2,16 48 3,5 3,5 3,4 3,9 3,1
Spirochaetaceae (F) 21> 48 3,5 3,5 3.4 3,8 3,0
Treponema (G) 2,00 422 3,3 3,1 3,1 3,5 2,7
Candidatus Saccharibacteria (P) 25 06° 1,1 1,2 2,3 1,7 14
Fibrobacteres (P) 0,7° 0,8 1,3 0,5 0,4 0,9 0,6
Fibrobacteraceae (F) 0,7° 0,8 1,3 0,5 0,4 0,9 0,6
Fibrobacter (G) 0,7° 08 1,3 0,5 0,4 0,9 0,6

Médias seguidas de mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste F da Anova, a 5% de
probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. Unidade de medida: Porcentagem (%). Legenda: P= Filo; F= Familia; G= Género; E=
Equinos; M= Muares; C= Coast-cross; F= Florakirk; T= Tifton-85; I= Periodo I; I1= Periodo II.

4.3.3 Analise multivariada das distribuicdes das OTUs

Ocorreram efeitos significativos dos fatores espécies (p=0,0001), forrageiras
(p=0,0023), periodos (p=0,0249) e da interacdo entre os fatores espécies e forrageiras
(p=0,0079) sobre a distribuicdo das OTUs nos tratamentos experimentais.

Ocorreram diferencas entre: potros equinos e muares (p=0,0001), as forrageiras Coast-
cross e Florakirk (p=0,0089) e Coast-cross e Tifton-85 (p=0,0479), entre os periodos iniciais e
final do desmame (p=0,0390) e na interacdo espécies x forrageiras em potros equinos em todas
as combinacgdes entre as forrageiras e nos muares no Coast-cross e Florakirk (p=0,0224).
Também houve semelhangas entre as forrageiras de Florakirk e Tifton-85 (p=0,0819), na
interacdo espécies x forrageiras em potros equinos e muares no Coast-cross (p=0,2295) e nos
muares em Coast-cross e Tifton-85 (p=0,0797) e também no Florakirk e Tifton-85 (p=0,2632).

A ordenacdo da distribuicdo das OTUs confirmou os resultados da anélise multivariada
(Figura 14). Houve a formacéo de trés grupos: o 1° contendo potros equinos que se alimentaram
com as forrageiras Florakirk e Tifton-85 (EFP1, EFP2, ETP1 e ETP2), esse grupo se subdividiu
devido suas diferencas no periodo | (EFP1 e ETP1) e Il (EFP2 e ETP2); 0 2° grupo houve o
agrupamento dos equinos e muares na pastagem de Coast-cross independente dos periodos
(ECP1, ECP2, MCP1 e MCP2); 0 3° grupo uniu 0s potros muares nas pastagens de Florakirk e
Tifton-85 (MFP1, MFP2, MTP1 e MTP2), que também se subdividiu de acordo com 0s
periodos experimentais: | (MFP1 e MTP1) e o Il (MFP2 e MTP2).
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Figura 14. Escala multidimensional ndo métrica (NMDS) da distribuicdo das OTUs utilizando o indice
de similaridade Bray-Curtis dos fatores espécies, pastagens e periodos.

4.3.4 Andlise das OTUs indicadoras (LefSe)

Observou-se OTUs que promoveram diferencas significativas (p<0,05) quando
comparados 0s periodos experimentais de equinos e muares nas pastagens de Florakirk e
Tifton-85. Nos equinos detectou-se no total doze OTUs, sendo cinco no periodo inicial
(Bacteroidales, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Limosilactobacillus e Agathobacter) e
sete no periodo final do desmame (Bacteroidetes, Subdivisao 5, Bacteroidales, Synergistaceae,
Muribaculaceae, Rumeliibacillus e Akkermansia) (Figura 15).

Nos muares, verificou-se um total de seis OTUs indicadoras, havendo trés OTUs em
cada periodo experimental. No periodo inicial as OTUs eram representadas por Candidatus
Saccharibacteria, Bacteroidales e Ruminococcus e no periodo final por Bacteroidetes,
Lachnospiraceae e Ruminococcus (Figura 16).

Em potros equinos e muares havia membros pertencentes aos filos mais abundantes
(Firmicutes e Bacteroidetes), no entanto os equinos no periodo Il apresentaram membros
pertencentes aos filos Verrucomicrobia e Synegistetes, enquanto 0s muares no periodo |
apresentou uma OTU correspondente a Candidatus Saccharibacteria.

Ao comparar os efeitos das forrageiras identificou-se o total de 17 OTUs indicadoras,
sendo seis no Coast-cross (Bacteroidetes, Bacteroidales, Bacteroidaceae, Ruminococcaceae e
Prevotella), nove no Florakirk (Bacteroidetes, Bacteroidales, Lachnospiraceae, Prevotellaceae
e Streptococcus) e duas no Tifton-85 (Clostridiales e Ruminococcaceae), que promoveram
diferencas significativas. As pastagens de Coast-cross e Florakirk apresentaram membros dos
filos Firmicutes e Bacteroidetes, enquanto na pastagem de Tifton-85 apenas representantes de
Firmicutes (Figura 17).
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OTU 36 Bacteroidetes (P)
OTU 810 Subdivisio 5 (C)
OTU 25 Bacteroidales (O)
OTU 464 Bacteroidales (O)
OTU 7 Ruminococcaceae (F)
OTU 35 Lachnospiraceae (F)
OTU 68 Synergistaceae (F)
OTU 158 Muribaculaceae (F)
OTU 13 Limosilactobacillus (G)
OTU 22 Agathobacter (G)
OTU 73 Rummeliibacillus (G)
OTU 303 Akkermansia (G)
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Figura 15. Comparag&o dos percentuais de abundéncia relativa das OTUs entre os dois grupos formados
por equinos em pastagem de Florakirk e Tifton-85 no periodo | (EFP1+ETP1); equinos em pastagem de
Florkirk e Tifton-85 no periodo Il (EFP2+ETP2). Foram representadas as OTUs com diferengas
significativas (p<0,05) e frequéncias relativas igual ou maior que 0,6. Legenda da classificacdo das
OTUs: P=Filo; C= Classe; O= Ordem; F= Familia; G= Género.

®MFP1+MTP1 = MFP2+MTP2

OTU 21 Candidatus Saccharibacteria (P)

OTU 110 Bacteroidetes (P)

OTU 25 Bacteroidales (O)

OTU 283 Lachnospiraceae (F)

OTU 31 Ruminococcus (G)

OTU 47 Ruminococcus (G)
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Figura 16. Comparagdo dos percentuais de abundancia relativa das OTUs entre os dois grupos formados
por muares em pastagem de Florakirk e Tifton-85 no periodo | (MFP1+MTP1); muares em pastagem
de Florkirk e Tifton-85 no periodo Il (MFP2+MTP2). Foram representadas as OTUs com diferencas
significativas (p<0,05) e frequéncias relativas igual ou maior que 0,6. Legenda da classificacdo das
OTUs: P= Filo; O= Ordem; F= Familia; G= Género.
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OTU 153 Prevotella (G)

OTU 46 Streptococcus (G)
OTU 77 Ruminococcaceae (F)
OTU 61 Bacteroidetes (P)
OTU 60 Ruminococcaceae (F)
OTU 29 Bacteroidaceae (F)
OTU 28 Prevotellaceae (F)
OTU 26 Lachnospiraceae (F)
OTU 11 Lachnospiraceae (F)
OTU 10 Lachnospiraceae (F)
OTU 65 Bacteroidales (O)
OTU 25 Bacteroidales (O)
OTU 87 Clostridiales (C)
OTU 85 Bacteroidales (C)
OTU 83 Bacteroidales (C)
OTU 110 Bacteroidetes (P)
OTU 101 Bacteroidetes (P)
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Figura 17. Comparagéo dos percentuais de abundéncia relativa das OTUs entre os trés grupos formados
pelas pastagens Coast-cross, Florakirk e Tifton-85. Foram representadas as OTUs com diferengas
significativas (p<0,05) e frequéncias relativas igual ou maior que 0,6. Legenda da classificacdo das
OTUs: P= Filo; O= Ordem; F= Familia; G= Género.
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5 DISCUSSAO

Os equideos sdo herbivoros monogastricos, que possuem a anatomia digestiva
especializada na degradagdo dos componentes fibrosos das dietas, o consumo de alimentos
volumosos sdo a principal fonte de energia para animais em mantenca (SANTOS et al., 2011).

Houve diferencas entre a microbiota e a diversidade das comunidades bacterianas de
potros equinos Mangalarga Machador e potros muares hibridos de jumento Péga, por outro lado
esse fator ndo proporcionou efeitos sobre as medidas de desempenho corporais dos potros.
Houve concordancia entre os resultados das técnicas dependentes e independentes de cultivo,
visto que as contagens de Streptococcus e Lactobacillus spp., 0s percentuais das abundancias
relativas do filo e familia (Firmicutes e Lactobacillaceae) a que esses dois microrganismos
pertencem foram elevados em potros da espécie equina.

Também ocorreram diferencas entre os indices de diversidade de espécies, 0s potros
equinos apresentaram o indice de Simpson elevado, enquanto os muares apresentaram valores
superiores de OTUs e do indice de Shannon. O indice de Simpson elevado indica que a
comunidade bacteriana possui uma maior dominancia, neste caso, os membros do filo
Firmicutes e familias Lactobacillaceae e Clostridiales Incertae Sedis XIII dominaram a
comunidade bacteriana, resultando em uma menor diversidade quando comparados aos muares.
Os potros muares por outro lado, apresentaram numero superior de espécies bacterianas que
refletiram em abundancias relativas elevadas, no entanto essas abundancias se distribuiram nos
filos Bacteroidetes, Spirochaetes e Fibrobacteres, nas familias Spirochaetaceae e Prevotellaceae
e no género Treponema. Desta forma os muares, de modo geral, apresentaram maior
diversidade de espécies bacterianas fibroliticas e melhor distribui¢cdo dos microrganismos que
compdem a microbiota bacteriana fecal.

As diferencas entre as espécies avaliadas, potros equinos e muares, podem estar
relacionadas a adaptacdes ou a associacdes entre essas estratégias de sobrevivéncia adquiridas
pelos muares evolutivamente: anatomia digestiva favoravel, aumento do tempo de retencdo das
particulas e microbiota fermentativa. Os asininos apresentam uma melhor digestibilidade da
matéria seca dos componentes das dietas, atingindo uma melhor eficiéncia digestiva quando
comparados aos equinos (SMITH e BURDEN, 2013). Eles sdo capazes de sobreviver com
dietas contendo forragens de baixa qualidade e com escassez de dgua, como 0S muares Sao
hibridos que possuem carateristicas intermediarias da espécie equina e asinina, essa estratégia
adaptativa pode estar presente nos muares, conferindo uma maior capacidade de degradacao
das dietas ricas em fibras. A maior eficiéncia na degradacdo dos componentes fibrosos é
resultado da retencdo das forragens por periodos mais elevados e pelo fato desses animais
utilizarem toda a capacidade do intestino grosso (ceco e coldn), contribuindo para que 0s
componentes da dieta sejam digeridos completamente (PEARSON et al., 2006). De acordo com
CUDDEFORD et al. (1995), o aumento no consumo de forragens refletiu em uma maior
capacidade de digestdo do FDN e FDA dos muares em comparacdo a equinos e poneis,
resultando na elevacédo do pH fecal.

O uso de pastagens mistas ou consorciadas entre gramineas e leguminosas € comum na
Europa, porém ainda ndo € uma realidade aplicada ao sistema de producéo brasileiro, que utiliza
sistema de monocultura. No presente estudo os potros foram submetidos a manejo rotacionado
em trés piquetes contendo cultivares distintos de gramineas do género Cynodon. As gramineas
do género Cynodon destacam-se na alimentacéo de equideos, devido sua elevada produtividade
de MS/hectare, bom valor nutritivo e possuem metabolismo C4 tendo maior eficiéncia
fotossintética em ambientes tropicais com elevada incidéncia solar e clima quente (BRANDI e
FURTADO, 2009).
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O manejo rotacionado consiste na subdivisdo das pastagens em piquetes, onde 0s
animais permanecem no piquete por um determinado namero de dias, seguido por um periodo
de descanso para recuperacdo das forragens. Esse tipo de manejo permite o melhor
aproveitamento das pastagens produzidas porque ha uma uniformidade no pastejo, proporciona
uma maior taxa de lotagdo de animais e, 0s periodos regulares de descanso garantem que 0
rebrote atinja a altura e a producdo em matéria seca esperada. A altura ideal para os animais
iniciarem o pastejo nos piquetes com gramineas do género Cynodon é de 25 a 30 cm e de saida
de 10 a 15 cm, o periodo recomendado de descanso para as gramineas é de 21 a 28 dias, por
iIsso adotou-se o intervalo entre a rotacdo entre as pastagens de 21 dias (MACHADO e
KICHEL, 2004; TOWNSEND et al., 2012).

O consumo das forrageiras refletiu em diferencas nas medidas de desempenho, no pH
fecal, nas concentracfes de anaerobicos totais, nas abundancias relativas e nos indices de
diversidade. A pastagem de Florakirk proporcionou ganhos superiores na altura na cernelha e
nos perimetros do joelho e canela. As cultivares Florakirk e Coast-cross permitiram os melhores
ganhos de peso, enquanto o Florakirk e Tifton-85 refletiram ganhos elevados do perimetro do
antebraco, havendo valores superiores das alturas do costado no Coast-cross e valores
intermediarios no Florakirk. Em relacdo as medidas de desempenho as pastagens de Florakirk
e Coast-cross de maneira geral proporcionaram ganhos superiores, € 0 melhor desempenho
pode estar relacionado a maior disponibilidade de matéria seca por hectare do Coast-cross (13,1
t MS/ha), sequido pelo Florakirk (8,3 t MS/ha) e em terceiro o Tifton-85 (5,4 t MS/ha).

O pastejo dos potros no piquete de Coast-cross também resultou maiores valores do
nimero de OTUs fecais, que refletiu em uma elevada riqueza de espécies confirmada pelo
indice de Chaol. A maior disponibilidade desta forrageira pode ter favorecido o aumento do
pH fecal devido a ingestdo de alimentos ricos em fibras (Hillebrant e Dittrich, 2015), assim
como a ingestdo elevada de alimentos sélidos, nesse caso a forrageira proporcionou 0 aumento
na abundancia do filo Bacteroidetes e frequéncias intermediarios da familia Prevotellaceae,
conforme relatado anteriormente por RODRIGUEZ et al. (2015).

O pastejo dos potros no piquete de Florakirk refletiu em diferencas nas comunidades
bacterianas, ao consumir essa graminea os potros elevaram as abundancias das familias
Lachnospiraceae, Prevotellaceae e do género Agatobacter, assim como houve frequéncias
relativas intermediarias do filo Bacteroidetes. A familia Lachnospiraceae auxilia na colonizagéo
do trato digestério dos potros, além de contribuir na producéo de acidos graxos de volateis
(QUERCIA et al., 2019). Os valores intermediarios de Bacteroidetes pode estar associado ao
Florakirk apresentar a segunda maior disponibilidade de forragens, permitindo um bom
consumo da forrageira pelos animais.

O pastejo dos potros no piquete de Tifton-85 apresentou valores intermediarios do
indice de riqueza de Chaol. Também houve valores elevados do pH fecal e nas contagens de
anaerobicos totais quando os animais consumiram as pastagens de Florakirk e Tifton-85,
mesmo sendo a pastagem de Tifton-85 a que apresentou menor disponibilidade de MS/hectare.
O Tifton-85 apresentou as maiores concentragcdes de matéria mineral, proteina bruta e fracdes
fibrosas (FDN e FDA) e, os percentuais elevados dos componentes da fracdo fibrosa
propiciaram elevacéo das populacgdes bacterianas e do pH fecal.

Houve diferencas entre o periodo imediato ao desmame e o periodo tardio nas medidas
de desempenho corporais, pH fecal, microbiota bacteriana fecal e diversidade de espécies. No
periodo imediato ao desmame ocorreu maiores ganhos nas alturas no costado e nos perimetros
torécico, antebraco, joelho e canela. Assim como foi elevado os valores de OTUs, dos indices
Chaol e Shannon e do pH fecal. No periodo tardio p6s-desmame ocorreram maiores contagens
de Lactobacillus spp., anaerdbicos totais, do indice de diversidade de Simpson e das
abundancias relativas do filo Firmicutes, familia Lactobacillaceae e do género Lyninibacillus.
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Com o desmame h& um aumento no consumo de componentes fibrosos nas pastagens,
visto que os potros passaram a se alimentar exclusivamente de volumosos e sal mineral,
repercutindo assim na elevagdo de uma microbiota especializada na digestao de fibras. Aliada
a maturacdo microbiana ocorrem mudancas anatdmicas que podem auxiliar a adaptacdo a
mudanca alimentar. Aos seis meses de idade acontece a erupcdo dos dentes pré-molares que
tem a funcéo de esmagar e triturar os alimentos e também ocorre 0 aumento do intestino grosso,
permitindo que as particulas fibrosas tenham um tempo de retencdo maior promovendo uma
melhor digestibilidade dos componentes da dieta (FAUBLADIER et al.,, 2017). Como
consequéncia da estabilizagdo microbiana, ocorre 0 aumento de microrganismos fibroliticos,
resultando na elevacdo das OTUs e na riqueza e diversidade de espécies. Assim como, esse
aumento da ingestdo de carboidratos estruturais da parede vegetal das gramineas,
especificamente o FDN e FDA proporcionaram a elevacao do pH fecal.

No periodo tardio pos-desmame também houve similaridade entre as técnicas
dependentes e independentes de cultivo. As contagens de Lactobacillus spp., as abundancias
relativas a nivel de filo, familia, género Firmicutes, Lactobacillaceae e Lysinibacillus e o indice
de diversidade de Simpson foram elevados nesse periodo experimental. Como houve
dominancia do filo Fimicutes, a comunidade bacteriana mostrou-se mais diversa no periodo
imediato ao desmame, confirmando o resultado do indice de Shannon.

Os periodos p6s-desmame proporcionaram diferencas entre as abundéancias relativas dos
filos Firmicutes, familia Lactobacillaceae e género Lysinibacillus que foram elevadas no
periodo tardio pds-desmame. As contagens em meios de cultivo de Lactobacillus spp. e de
anaeradbicos totais e o indice de Simpson também foram superiores no periodo tardio, por outro
lado os valores médios de pH fecal, numero de OTUs, indice de riqueza de Chaol e de
diversidade de Shannon foram maiores no periodo inicial pés-desmame.

Novas e promissoras pesquisas avaliando outras forrageiras e 0 manejo das pastagens
com potros desmamados devem ser conduzidas relacionando as mudancas na disponibilidade e
composicao bromatoldgica das forrageiras e as implica¢fes nas populacdes bacterianas no trato
digestdrio e no desempenho dos potros.
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6 CONCLUSOES

Os filos Firmicutes (57%) e Bacteroidetes (22%) predominaram na microbiota fecal de
potros desmamados, representando juntos cerca de 79% da microbiota de potros desmamados.
Os muares apresentaram maior diversidade de espécies fibroliticas indicando que eles possuem
uma eficiéncia superior na degradacéo das fibras.

Os fatores espécies (potro equino e potro muar), forrageiras e periodos pds-desmame
refletiram em diferencas na comunidade bacteriana fecal: nas contagens bacterianas,
abundancias relativas, nos indices de diversidade e no pH fecal, sendo possivel detectar
mudancas na microbiota fecal através das técnicas dependentes e independentes de cultivo.

Apenas as forrageiras e periodos pds-desmame promoveram diferencas entre as medidas
de desempenho corporal. As forrageiras que repercutiram em melhores ganhos foram o
Florakirk e o Coast-cross, €, no periodo imediato ao desmame houve maior desenvolvimento
dos potros.

Os potros equinos superam 0 minimo esperado em altura, porém ndo atingiram o peso
vivo estimado de acordo com o padrdo racial de equino adulto Mangalarga Marchador.
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8 ANEXOS

A — Declaracéo de aprovacao do projeto pela Comissdo de Etica no Uso Animal
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Declaracdo

Declaro que a atividade de pesquisa intitulada “Microbiota fecal de
potros no pés-desmame.” — processo n° 0063-07-2019 — coordenada pelo
Prof. Dr. Fernando Queiroz de Almeida, esta de acordo com as normas do uso
de animais em atividades de ensino e pesquisa do CONCEA e foi aprovada na
XXXIX Reunido da CEUA/IZ/UFRRJ em 02/07/2019.

Seropédica, 8 de julho de 2019

MVMJM(&M

Prof. Dr. Rodrigo Vasconcelos de Oliveira
Coordenador da CEUA/IZ/UFRRJ
SIAPE: 2142739 DPA-IZ/UFRRJ
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B — Anélises de variancia das variaveis de desempenho corporal

Normalidade - Teste Shapiro-Wilk (p>0,05)

Tratamentos p-valor
Ganho de Peso diario 0,5433961*
Altura na cernelha 0,4958072*
Altura na garupa 0,4264011*
Altura no costado 0,1727682*
Comprimento corporal 0,06574578*
Perimetro toracico 0,008459254
Perimetro do antebraco 0,205023*
Perimetro do joelho 4,894598e-06
Perimetro da canela 1,55234e-09

ANOVA - Teste F (p<0,05)

Ganho de peso diério Ganho da altura na cernelha
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,5166 Espécies 0,6476
Pastagens 7e-04* Pastagens 0,0065*
Periodos 0,406 Periodos 0,8423
Espécies*Pastagens 0,343 Espécies*Pastagens 0,9706
Espécies*Periodos 0,4702 Espécies*Periodos 0,7296
Pastagens*Periodos 0,0014* Pastagens*Periodos 0,0142*
Espécies*Pastagens*Periodos 0,1527 Espécies*Pastagens*Periodos 0,4569

Ganho da altura na garupa Ganho da altura do costado
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,8838 Espécies 0,6775
Pastagens 0,2591 Pastagens 0,0027*
Periodos 0,0713 Periodos 0,0171*
Espécies*Pastagens 0,7812 Espécies*Pastagens 0,2543
Espécies*Periodos 0,4313 Espécies*Periodos 0,3842
Pastagens*Periodos 0,0087* Pastagens*Periodos 0,0083*
Espécies*Pastagens*Periodos 0,0487* Espécies*Pastagens*Periodos 0,7901

Ganho do comprimento corporal Ganho do perimetro do antebraco
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,5084 Espécies 0,1512
Pastagens 0,0565 Pastagens 3e-04*
Periodos 0,0917 Periodos 0,0*
Espécies*Pastagens 0,0677 Espécies*Pastagens 0,5409
Espécies*Periodos 0,3232 Espécies*Periodos 0,5902
Pastagens*Periodos 0,0011* Pastagens*Periodos 0,0*
Espécies*Pastagens*Periodos 0,5641 Espécies*Pastagens*Periodos 0,1151
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C — Anélises de variancia microbioldgicas das técnicas dependentes de cultivo

Normalidade - Teste Shapiro-Wilk (p>0,05)

Tratamentos p-valor

pH 0,8465121*
Streptococcus 0,1272897*
Lactobacillus 0,8360060*
Anaerdbicos totais 6,162858e-09
Bactérias celuloliticas 0,00524913

ANOVA - Teste F (p<0,05)

pH fecal Contagens de Streptococcus
FV p-valor FVvV p-valor
Espécies 2e-04* Espécies 0,0046*
Pastagens 5e-04* Pastagens 0,4577
Periodos 3e-04* Periodos 0,0744
Espécies*Pastagens 0,1828 Espécies*Pastagens 0,6801
Espécies*Periodos 0,7125 Espécies*Periodos 0,4731
Pastagens*Periodos 0,0012* Pastagens*Periodos 0,6296
Espécies*Pastagens*Periodos 0,7423 Espécies*Pastagens*Periodos 0,7549
Contagens de Lactobacillus
FV p-valor
Espécies Te-04*
Pastagens 0,9122
Periodos 2e-04*
Espécies*Pastagens 0,4083
Espécies*Periodos 0,0411*
Pastagens*Periodos 0,8529

Espécies*Pastagens*Periodos  0,7622

D — Analises de variancia utilizando testes ndo paramétricos

ANOVA - Kruskal Wallis (p<0,05).

Ganho do perimetro da toracico

Ganho do perimetro do joelho

FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,9481 Espécies 0,918
Pastagens 0,3437 Pastagens 0,0001*
Periodos 0,0019* Periodos 0,0053*

Ganho do perimetro da canela

Concentragdo de anaerdbicos totais

FV p-valor FVvV p-valor
Espécies 0,6940 Espécies 0,2010
Pastagens 0,0002* Pastagens 0,0338*
Periodos 0,0408* Periodos 0,0045*
Concentracdo de bactérias celuloliticas

FV p-valor

Espécies 0,7876

Pastagens 0,5746

Periodos 0,7402
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E — Anélises de variancia dos indices de riqueza e diversidade

Normalidade - Teste Shapiro-Wilk (p>0,05)

Tratamentos p-valor

OTUs 0,1425005 *
Chao 1 0,5766783*
Shannon 0,2098725*
Simpson* 0,1026591*

'Dados transformados para base logaritmica

ANOVA - Teste F (p<0,05)

OTUs
FV p-valor
Espécies 0,0165*
Pastagens 0,0255*
Periodos 0,0155*
Espécies*Pastagens 0,0235*
Espécies*Periodos 0,5081
Pastagens*Periodos 0,2266
Espécies*Pastagens*Periodos 0,4618

Shannon
FV p-valor
Espécies 0,006*
Pastagens 0,1367
Periodos 0,0157*
Espécies*Pastagens 0,039*
Espécies*Periodos 0,5183
Pastagens*Periodos 0,3012
Espécies*Pastagens*Periodos 0,5322

Chao 1

FV p-valor
Espécies 0,0977
Pastagens 0,0322*
Periodos 0,0474*
Espécies*Pastagens 0,0516
Espécies*Periodos 0,4432
Pastagens*Periodos 0,2087
Espécies*Pastagens*Periodos 0,4165
Simpson

FV p-valor
Espécies 0,0161*
Pastagens 0,3737
Periodos 0,0235*
Espécies*Pastagens 0,049*
Espécies*Periodos 0,7138
Pastagens*Periodos 0,3348
Espécies*Pastagens*Periodos 0,5078
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F - Anélises de variancia da abundéancia relativa dos filos > 1%

Normalidade - Teste Shapiro-Wilk (p>0,05)

Tratamentos p-valor

Firmicutes 0,9177757*
Bacteroidetes 0,4690731*
Verrucomicrobia 0,9032776*
Bacteria Unclassified 0,4378765*
Spirochaetes 0,6206542*
Proteobacteria 0,2174744*
Candidatus Saccharibacteria®  0,5133255*
Actinobacteria® 0,1318243*
Fibrobacteres! 0,1817752*

'Dados transformados para base logaritmica

ANOVA - Teste F (p<0,05)

Firmicutes
FV p-valor
Espécies 0,0348*
Pastagens 0,0875
Periodos 0,0047*
Espécies*Pastagens 0,7520
Espécies*Periodos 0,9088
Pastagens*Periodos 0,1801
Espécies*Pastagens*Periodos 0,0634

Verrucomicrobia
FV p-valor
Espécies 0,5019
Pastagens 0,6440
Periodos 0,2029
Espécies*Pastagens 0,0633
Espécies*Periodos 0,8849
Pastagens*Periodos 0,8564
Espécies*Pastagens*Periodos 0,7062

Spirochaetes
FV p-valor
Espécies 2e-04*
Pastagens 0,9918
Periodos 0,1951
Espécies*Pastagens 0,0048*
Espécies*Periodos 0,6828
Pastagens*Periodos 0,7694
Espécies*Pastagens*Periodos 0,4140

Bacteroidetes

FV p-valor
Espécies 0,0045*
Pastagens 0,0101*
Periodos 0,0746
Espécies*Pastagens 0,2312
Espécies*Periodos 0,8110
Pastagens*Periodos 0,3146
Espécies*Pastagens*Periodos 0,1895
Bacteria Unclassified

FV p-valor
Espécies 0,1475
Pastagens 0,6864
Periodos 0,2364
Espécies*Pastagens 0,2473
Espécies*Periodos 0,8026
Pastagens*Periodos 0,7639
Espécies*Pastagens*Periodos 0,3257
Proteobacteria

FV p-valor
Espécies 0,7758
Pastagens 0,2725
Periodos 0,2340
Espécies*Pastagens 0,0618
Espécies*Periodos 0,9609
Pastagens*Periodos 0,0848
Espécies*Pastagens*Periodos 0,63
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Candidatus Saccharibacteria

Actinobacteria

FV p-valor FV p-valor
Espécies 0* Espécies 0,1420
Pastagens 0,55 Pastagens 0,2751
Periodos 0,8047 Periodos 0,3957
Espécies*Pastagens 0,0045* Espécies*Pastagens 0,0267*
Espécies*Periodos 0,7277 Espécies*Periodos 0,7168
Pastagens*Periodos 0,0972 Pastagens*Periodos 0,8676
Espécies*Pastagens*Periodos 0,6290 Espécies*Pastagens*Periodos 0,7924
Fibrobacteres

FV p-valor

Espécies 0,0223*

Pastagens 0,0643

Periodos 0,0733

Espécies*Pastagens 0,1742

Espécies*Periodos 0,5250

Pastagens*Periodos 0,8367

Espécies*Pastagens*Periodos 0,7538
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G - Anélises de variancia da abundancia relativa dos filos < 1%

Normalidade - Teste Shapiro-Wilk (p>0,05)

Tratamentos

p-valor

Synergistetes?
Plactomycetes?
Armatimonadetes!
SR1!
Campilobacterota®
Lentisphaerae?
Tenericutes!
Elusimicrobial
Chloroflexit
Chlamydiae?
Fusobacteria?

0,8426446*
0,3026495*
0,5593259*
0,005213016
0,02344848
2,876761e-07
0,2579066*
0,3985392*
0,1874897*
9,887573e-06
0,0001049377

'Dados transformados para base logaritmica

ANOVA - Teste F (p<0,05)

Synergistetes

Plactomycetes

FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,2087 Espécies 0,5006
Pastagens 0,2101 Pastagens 0,0858
Periodos 0,0226* Periodos 0,7578
Espécies*Pastagens 0,5603 Espécies*Pastagens 0,3304
Espécies*Periodos 0,0489* Espécies*Periodos 0,9269
Pastagens*Periodos 0,4369 Pastagens*Periodos 0,0914
Espécies*Pastagens*Periodos 0,921 Espécies*Pastagens*Periodos 0,632
Armatimonadetes SR1

FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,1153 Espécies 0,345

Pastagens 0,0472* Pastagens 0,6688
Periodos 0,7362 Periodos 0,325

Espécies*Pastagens 0,7049 Espécies*Pastagens 0,4938
Espécies*Periodos 0,0976 Espécies*Periodos 0,6033
Pastagens*Periodos 0,1071 Pastagens*Periodos 0,7364
Espécies*Pastagens*Periodos 0,0564 Espécies*Pastagens*Periodos 0,5092

Campilobacterota Lentisphaerae

FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,8393 Espécies 0,6865
Pastagens 0,5972 Pastagens 0,9976
Periodos 0,0856 Periodos 0,6567
Espécies*Pastagens 0,2833 Espécies*Pastagens 0,8209
Espécies*Periodos 0,677 Espécies*Periodos 0,2319
Pastagens*Periodos 0,6066 Pastagens*Periodos 0,7209
Espécies*Pastagens*Periodos 0,1647 Espécies*Pastagens*Periodos 0,9468
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Tenericutes

Elusimicrobia

FV p-valor
Espécies 0,439
Pastagens 0,0585
Periodos 0,5987
Espécies*Pastagens 0,7912
Espécies*Periodos 0,6279
Pastagens*Periodos 0,3282
Espécies*Pastagens*Periodos 0,9288
Chlamydiae

FV p-valor
Espécies 0,0024*
Pastagens 0,3145
Periodos 0,5118
Espécies*Pastagens 0,3145
Espécies*Periodos 0,5118
Pastagens*Periodos 0,1739
Espécies*Pastagens*Periodos 0,1739

FV p-valor
Espécies 0,0943
Pastagens 0,1237
Periodos 6e-04*
Espécies*Pastagens 0,4025
Espécies*Periodos 0,6095
Pastagens*Periodos 0,204
Espécies*Pastagens*Periodos 0,8217
Chloroflexi
FV p-valor
Espécies 0,0196*
Pastagens 0,2245
Periodos 0,1801
Espécies*Pastagens 0,715
Espécies*Periodos 0,4176
Pastagens*Periodos 0,5692
Espécies*Pastagens*Periodos 0,4141
Fusobacteria

FV p-valor
Espécies 0,6933
Pastagens 0,5481
Periodos 0,7594
Espécies*Pastagens 0,5076
Espécies*Periodos 0,2272
Pastagens*Periodos 0,5481
Espécies*Pastagens*Periodos 0,1792
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H — Andlises de variancia da abundéancia relativa das familias

Normalidade - Teste Shapiro-Wilk (p>0,05)

Tratamentos p-valor
Lachnospiraceae 0,1836172*
Ruminococcaceae 0,3391697*
Planococcaceae’ 0,5951334*
Spirochaetaceae 0,6000481*
Prevotellaceae 0,5365053*
Lactobacillaceae 7,639492e-05
Akkermansiaceae! 0,9496404*
Clostridiales Incertae Sedis X1l 0,3234419*
Erysipelotrichaceae’ 0,3425103*
Eggerthellaceae’ 0,1731155*
Acidaminococcaceae 0,46665*
Fibrobacteraceae! 0,1768158*
Bacteroidaceae 0,08253865*

!Dados transformados para base logaritmica

ANOVA - Teste F (p<0,05)

Lachnospiraceae

Ruminococcaceae

FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,6009 Espécies 0,0524
Pastagens 0,0024* Pastagens 0,1683
Periodos 0,6970 Periodos 0,1761
Espécies*Pastagens 0,0213* Espécies*Pastagens 0,0677
Espécies*Periodos 0,2434 Espécies*Periodos 0,3855
Pastagens*Periodos 0,0636 Pastagens*Periodos 0,5557
Espécies*Pastagens*Periodos 0,2788 Espécies*Pastagens*Periodos 0,6610
Planococcaceae Spirochaetaceae
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,2964 Espécies 2e-04*
Pastagens 0,3665 Pastagens 0,9915
Periodos 0,6464 Periodos 0,1944
Espécies*Pastagens 0,6935 Espécies*Pastagens 0,0046*
Espécies*Periodos 0,0554 Espécies*Periodos 0,6776
Pastagens*Periodos 0,4267 Pastagens*Periodos 0,7809
Espécies*Pastagens*Periodos 0,8853 Espécies*Pastagens*Periodos 0,4025
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Prevotellaceae

Lactobacillaceae

FV p-valor FV p-valor
Espécies 3e-04* Espécies 0,0141*
Pastagens 0,0014* Pastagens 0,7829
Periodos 0,4168 Periodos 0,0441*
Espécies*Pastagens 0,0044* Espécies*Pastagens 0,1924
Espécies*Periodos 0,9905 Espécies*Periodos 0,3503
Pastagens*Periodos 0,6145 Pastagens*Periodos 0,7344
Espécies*Pastagens*Periodos  0,5701 Espécies*Pastagens*Periodos 0,079
Akkermansiaceae Clostridiales Incertae Sedis XIII
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,5375 Espécies 0,0151*
Pastagens 0,1175 Pastagens 0,4539
Periodos 0,6038 Periodos 0,2726
Espécies*Pastagens 0,0125* Espécies*Pastagens 0,1024
Espécies*Periodos 0,4706 Espécies*Periodos 0,6045
Pastagens*Periodos 0,9315 Pastagens*Periodos 0,6301
Espécies*Pastagens*Periodos  0,7207 Espécies*Pastagens*Periodos  0,3441
Erysipelotrichaceae Eggerthellaceae
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,0637 Espécies 0,1095
Pastagens 0,4188 Pastagens 0,3715
Periodos 0,0948 Periodos 0,3177
Espécies*Pastagens 0,0172* Espécies*Pastagens 0,0409*
Espécies*Periodos 0,9572 Espécies*Periodos 0,7841
Pastagens*Periodos 0,7272 Pastagens*Periodos 0,9354
Espécies*Pastagens*Periodos 00,8828 Espécies*Pastagens*Periodos  0,7221
Acidaminococcaceae Fibrobacteraceae
FV p-valor FV p-valor
Espécies 9e-04* Espécies 0,0223*
Pastagens 0,5516 Pastagens 0,0631
Periodos 0,8403 Periodos 0,0732
Espécies*Pastagens 0,0092* Espécies*Pastagens 0,1747
Espécies*Periodos 0,2952 Espécies*Periodos 0,5255
Pastagens*Periodos 0,7317 Pastagens*Periodos 0,8340
Espécies*Pastagens*Periodos  0,8053 Espécies*Pastagens*Periodos  0,7519
Bacteroidaceae
FV p-valor
Espécies 0,0919
Pastagens 0,2085
Periodos 0,4488
Espécies*Pastagens 0,7376
Espécies*Periodos 0,4397
Pastagens*Periodos 0,2121
Espécies*Pastagens*Periodos 00,5981
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I — Analises de variancia da abundéancia relativa dos géneros

Normalidade - Teste Shapiro-Wilk (p>0,05)

Tratamentos p-valor
Treponema 0,1836172*
Akkermansia® 0,9496404*
Solibacillus! 0,02348105
Lysinibacillus 6,335441e-06
Ligilactobacillus 0,03924019
Ruminococcus 0,3679614*
Limosilactobacillus® 0,7749708*
Phascolarctobacterium®  0,6336246*
Fibrobacter? 0,1768158*
Agathobacter 0,04828742

'Dados transformados para base logaritmica

ANOVA - Teste F (p<0,05)

Treponema Akkermansia
FV p-valor FV p-valor
Espécies 5e-04* Espécies 0,5375
Pastagens 0,9485 Pastagens 0,1175
Periodos 0,1692 Periodos 0,6038
Espécies*Pastagens 0,0041* Espécies*Pastagens 0,0125 *
Espécies*Periodos 0,6030 Espécies*Periodos 0,4706
Pastagens*Periodos 0,8130 Pastagens*Periodos 0,9315
Espécies*Pastagens*Periodos  0,3495 Espécies*Pastagens*Periodos 0,7207

Solibacillus Lysinibacillus
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,3714 Espécies 0,1666
Pastagens 0,7153 Pastagens 0,8976
Periodos 0,0567 Periodos 0,0455 *
Espécies*Pastagens 0,4252 Espécies*Pastagens 0,9697
Espécies*Periodos 0,1589 Espécies*Periodos 0,1782
Pastagens*Periodos 0,346 Pastagens*Periodos 0,7556
Espécies*Pastagens*Periodos 0,6356 Espécies*Pastagens*Periodos 0,9777

Ligilactobacillus Ruminococcus
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,9429 Espécies 0,1207
Pastagens 0,7002 Pastagens 0,8028
Periodos 0,5595 Periodos 0,5640
Espécies*Pastagens 0,6934 Espécies*Pastagens 0,0171*
Espécies*Periodos 0,6678 Espécies*Periodos 0,5430
Pastagens*Periodos 0,8565 Pastagens*Periodos 0,0995
Espécies*Pastagens*Periodos 0,9217 Espécies*Pastagens*Periodos 0,6191
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Limosilactobacillus

Phascolarctobacterium

FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,1085 Espécies 0,0017*
Pastagens 0,1108 Pastagens 0,8096
Periodos 0,5724 Periodos 0,9447
Espécies*Pastagens 0,8263 Espécies*Pastagens 0,0048*
Espécies*Periodos 0,128 Espécies*Periodos 0,5942
Pastagens*Periodos 0,4403 Pastagens*Periodos 0,9441
Espécies*Pastagens*Periodos 0,2204 Espécies*Pastagens*Periodos 0,8949
Fibrobacter Agathobacter
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,0223* Espécies 0,0015*
Pastagens 0,0631 Pastagens 0,0124*
Periodos 0,0732 Periodos 0,0876
Espécies*Pastagens 0,1747 Espécies*Pastagens 0,0644
Espécies*Periodos 0,5255 Espécies*Periodos 0,31
Pastagens*Periodos 0,834 Pastagens*Periodos 0,6387
Espécies*Pastagens*Periodos 0,7519 Espécies*Pastagens*Periodos 0,5908
J — Analises de variancia da multivariada da distribuicdo das OTUs
Permanova Two-Way (p<0,05)
Espécies e Pastagens Espécies e Periodos
FV p-valor FV p-valor
Espécies 0,0001* Espécies 0,0082*
Pastagens 0,0023* Periodos 0,0249*
Espécies*Pastagens 0,0079* Espécies*Periodos 0,8405
Pastagens e Periodos
FV p-valor
Pastagens 0,0082*
Periodos 0,0317*
Pastagens*Periodos 0,4483

53



