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INTRODUCAO

A nutricdo de vacas leiteiras tem papel determinante no desempenho produtivo, na saude
animal e na composi¢cdo da microbiota gastrointestinal (XU et al.,, 2021). A utilizagdo de
ingredientes alternativos oriundos de recursos vegetais tem sido estudada como estratégia para
aumentar a sustentabilidade dos sistemas de producao e melhorar o aproveitamento dos
nutrientes pelos animais através da estrutura das comunidades microbianas presentes no trato
gastrointestinal, refletindo no desempenho produtivo dos animais (LIN et al., 2023). A
utilizagdo de ingredientes com maior concentracdo de compostos lipidicos tem despertado
interesse devido ao seu alto potencial de modular a microbiota e os processos fermentativos dos
ruminantes. Nesse contexto, a farinha de Butia, derivada dos frutos da palmeira Butia spp.,
espécie nativa da regido Sul do Brasil, surge como uma alternativa promissora para alimentagao
de vacas leiteiras, em razdo de sua composi¢ao nutricional caracterizada por teores relevantes
de fibras, lipidios e compostos bioativos (LIMA et al., 2025). Dessa forma, o presente estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusdo de farinha de Butia na dieta de vacas
Holandesas em lactacdo sobre a microbiota fecal, por meio de sequenciamento do gene
16S rRNA.

DESENVOLVIMENTO

O estudo foi conduzido na Fazenda Experimental da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), localizada no municipio de Guatambu, Santa Catarina. Foram utilizadas 14 vacas da
raca Holandesa, com média de 209 dias em lactacio (DEL), mantidas em sistema de
confinamento do tipo Compost Barn. Todos os animais eram multiparos e foram distribuidos
em dois tratamentos experimentais, contendo sete vacas cada. O experimento teve duracao de
21 dias. Os animais receberam uma dieta total misturada (TMR, 7otal Mixed Ration) composta
por 36 kg de silagem de milho, 1,5 kg de feno e 12 kg de concentrado, fornecida ao longo do
periodo experimental. Foram formuladas duas dietas experimentais isoproteicas e
isoenergéticas, de forma a garantir que os tratamentos apresentassem niveis equivalentes de
proteina e energia, diferindo apenas pela inclusdo da farinha de butiad. No dia 21 do experimento,
as fezes foram coletadas diretamente na ampola retal das vacas para analise da microbiota fecal.
O material foi colocado em kits 3M™ Quick Swabs (Neogen®, Lansing, MI, EUA) para
detecgdo qualitativa e quantitativa de microrganismos por meio de metagendmica, através do
sequenciamento do gene 16StRNA, realizado pelo laboratério comercial. Todos
os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA), sob o protocolo n°® 9378270525. O DNA
total foi obtido a partir de 200 mg de cada amostra utilizando o kit ZR Fungal/Bacterial DNA
MiniPrep, de acordo com as orientagdes do fabricante. Para a caracterizagdo da comunidade
bacteriana, a regido V3—V4 do gene que codifica o RNA ribossémico 16S foi amplificada por
PCR empregando os primers 341F e 806R, conforme o protocolo proposto por Klindworth et
al. (2013). Apds a amplificagdo, as bibliotecas foram quantificadas por PCR quantitativa
(qPCR) com o kit Kapa Library Quantification e posteriormente normalizadas para 2 nM. O
sequenciamento foi realizado em plataforma Illumina MiSeq 1100, utilizando 250 ciclos em
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cada extremidade das moléculas, gerando leituras paired-end. O processamento bioinformatico
das sequéncias obtidas foi conduzido no QIIME 2 (Bolyen et al., 2019), versdo 2026.1.
Inicialmente, os primers foram removidos com o plugin cutadapt, seguido pelas etapas de
controle de qualidade, denoising e desreplicagdo realizadas com DADA?2. Esse procedimento
resultou na obtencdo de Variantes de Sequéncia de Amplicons (ASVs), utilizadas como
unidades taxondmicas para as analises posteriores. A classificacao taxondmica das sequéncias
foi realizada utilizando um classificador baseado no algoritmo Naive Bayes, treinado com a
base de dados SILVA (Quast et al., 2013), versao 132, previamente restringida a regido V3—-V4
do gene 16S rRNA. As andlises estatisticas e ecoldgicas foram conduzidas no ambiente R (R
Core Team, 2026), versao 4.5.2. Para o gerenciamento dos dados de microbiota e a realizagao
das analises ecoldgicas, foram empregados os pacotes phyloseq (McMurdie et al., 2013), versao
1.52, e microeco (Liu et al., 2025), versdo 1.15.0. A identificacdo de grupos taxondmicos
diferencialmente abundantes entre os tratamentos foi realizada por meio do método DESeq2
(Segata et al., 2011). A diversidade dentro das amostras (diversidade alfa) foi estimada pelo
indice de Shannon. Para investigar diferengas na composi¢ao das comunidades microbianas
entre os grupos, a diversidade beta foi avaliada a partir das dissimilaridades de Bray—Curtis e
representada graficamente por Analise de Coordenadas Principais (PCoA). As comparagdes da
diversidade alfa entre os grupos foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon,
enquanto as diferengas na estrutura das comunidades microbianas foram testadas por Analise
de Variancia Multivariada Permutacional (PERMANOVA), incluindo comparagdes aos pares
entre 0s grupos experimentais.

RESULTADOS

A analise da diversidade microbiana demonstrou que a intervengdo nao promoveu alteragdes
globais estatisticamente significativas na estrutura da comunidade. O teste de diversidade beta
(PCoA) nao revelou uma separagdo clara e significativa entre as comunidades dos grupos
Controle e Tratamento (p=0,256), indicando que a composic¢ao geral permaneceu relativamente
estavel. Da mesma forma, a diversidade alfa, avaliada pelo indice de Shannon, ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p=0,097), embora os dados sugiram
uma tendéncia de maior diversidade no grupo Tratamento. Apesar da estabilidade na
diversidade global, a andlise de abundancia diferencial e a composi¢ao relativa identificaram
mudangas significativas e pontuais em taxons especificos. O grupo Tratamento apresentou um
enriquecimento significativo na abundancia relativa de géneros como Desemzia, Anaerocella,
Acholeplasma, Sphaerochaeta e Proteocatella, enquanto o grupo Controle manteve uma
abundancia significativamente maior de Bacillus (Figura 1).

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam que o tratamento ndo alterou a diversidade global, o que sugere uma
consideravel resiliéncia da comunidade microbiana frente a intervencao. No entanto, a indugao
de mudangas significativas na abundancia de bactérias especificas (como a redugdo de Bacillus
e o aumento de Acholeplasma e Sphaerochaeta) demonstra que o tratamento exerce pressao
seletiva sobre nichos ecologicos particulares, favorecendo microrganismos capazes de explorar
os substratos modificados pela inclusdo da farinha de butia na dieta.

Palavras-chave: farinha de butid; vacas leiteiras; microbiota fecal; nutricdo animal;
metagenomica.
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Figura 1: Géneros bacterianos associados aos grupos Controle e Tratamento pelas barras
que indicam significincia estatistica (A) e os bloxplots de abundincia relativa (B).
*=p<0,05; ***=p<0,001.
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