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RESUMO 

 

Considerados importantes recursos genéticos e socioeconômicos, os ovinos são amplamente 

difundidos na agropecuária de regiões tropicais. A integração de técnicas oriundas das mais 

diversas áreas de pesquisa traz mais recursos para caracterização e manutenção dessas espécies, 

em especial, acerca da funcionalidade do ambiente ruminal por meio da expressão gênica de 

enzimas microbianas que atuam na transformação da biomassa vegetal. Por meio deste estudo, 

objetivou-se avaliar a influência da alimentação restrita (ad libitum, 30 e 60% de restrição) e 

das classes sexuais (machos inteiros, machos castrados e fêmeas) sobre a expressão gênica de 

enzimas produzidas por microrganismos ruminais em ovinos da raça Morada Nova e validar 

um protocolo de extração de RNA para ovinos recém abatidos. Foram utilizados 27 cordeiros 

de aproximadamente 240 dias de idade que foram manejados durante 120 dias em baias 

individuais, recebendo dieta formulada em proporção de volumoso:concentrado 60:40, a base 

de feno de capim Tifton-85 (Cynodon sp.), milho grão moído e farelo de soja. O experimento 

foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 

3×3, totalizando 9 tratamentos. O conteúdo ruminal foi coletado após o abate dos animais e 

destinado para determinação da expressão gênica das enzimas produzidas por bactérias e 

arqueas através de amplificações por qPCR. O protocolo adaptado de extração de RNA total 

demonstrou-se eficiente e proporcionou boas concentrações de material genético. Os genes 

alvos: β-D-xilosidase/α-L-arabinofuranosidase (XylB), xilanase (Xyn10D-fae1A), amilase 

(Amy), metil coenzima M redutase subunidade α (mcrA) e os genes constitutivos: 27F/1492R e 

342F/806R foram amplificados de maneira satisfatória. A restrição alimentar provocou uma 

redução na expressão gênica dos genes que codificam enzimas com atividade fibrolítica, XylB 

e Xyn10D-fae1A (P<0,05). A expressão do gene Amy também apresentou leve redução em 

função dos níveis alimentares. Em contrapartida, foi observado sutil aumento na expressão do 

gene mcrA, indicando haver maior atividade metanogênica no ambiente ruminal. Conclui-se a 

obtenção e validação de um protocolo para ser utilizado na extração de RNA total em amostras 

de animais ruminantes de pequeno porte, recém abatidos. A restrição alimentar quantitativa 

promove redução na expressão gênica de enzimas produzidas no rúmen, em especial, nas 

enzimas com atividade hemicelulolíticas, além disso, essa possível estratégia de manejo, não 

configura uma boa opção para redução da atividade metanogênica. 

 

Palavras-chave: cordeiros deslanados; enzimas ruminais; extração de RNA; genes; níveis de 

alimentação. 



 

ABSTRACT 

 

Considered important genetic and socioeconomic resources, sheep are widely used in 

agriculture in tropical regions. The integration of techniques from the most diverse areas of 

research brings more resources for characterization and maintenance of these species, in 

particular, about the functionality of the ruminal environment through the gene expression of 

microbial enzymes that act in the transformation of plant biomass. The aim of this study was to 

evaluate the influence of feed restriction (ad libitum, 30 and 60% restriction) and sexual classes 

(whole males, castrated males and females) on the gene expression of enzymes produced by 

ruminal microorganisms in sheep Morada Nova and validate an RNA extraction protocol for 

recently slaughtered sheep. Twenty-seven lambs of approximately 240 days of age were used, 

which were managed for 120 days in individual stalls, receiving a diet formulated in a ratio of 

roughage and concentrate 60:40, based on Tifton-85 grass hay (Cynodon sp.), ground corn and 

soybean meal. The experiment was carried out in a completely randomized design in 3x3 

factorial scheme, totaling 9 treatments. The rumen content was collected after slaughter the 

animals and destined to determine the gene expression of enzymes produced by bacteria and 

archaea through qPCR amplifications. The adapted protocol of total RNA extraction proved to 

be efficient and provided good concentrations of genetic material. Target genes: β-D-

xylosidase/α-L-arabinofuranosidase (XylB), xylanase (Xyn10D-fae1A), amylase (Amy), 

methyl coenzyme M reductase α subunit (mcrA) and constitutive genes: 27F/1492R and 

342F/806R were amplified satisfactorily. Feed restriction caused a reduction in the gene 

expression of genes that encode enzymes with fibrolytic activity, XylB and Xyn10D-fae1A 

(P<0.05). The expression of the Amy gene also showed a slight reduction as a function of 

dietary levels. On the other hand, a subtle increase in mcrA gene expression was observed, 

indicating greater methanogenic activity in the rumen environment. It is concluded the 

obtaining and validation of a protocol to be used in the extraction of total RNA in samples of 

small ruminant animals, recently slaughtered. Quantitative feed restriction promotes is reduced 

in the gene expression of enzymes produced in the rumen, especially in enzymes with 

hemicellulolytic activity, in addition, this possible management strategy does not constitute a 

good option for reducing methanogenic activity. 

 

Keywords: feed levels; genes; hair sheep; RNA extraction; ruminal enzymes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A ovinocultura representa uma das mais antigas e importantes atividades 

econômicas desenvolvidas no Nordeste brasileiro. O clima de semiárido é caracterizado pela 

vegetação de caatinga, então, a criação de animais geneticamente adaptados é imprescindível 

como estratégia para amenizar os efeitos edafoclimáticas sobre a produção animal da região 

(PEREIRA FILHO; SILVA; CÉZAR, 2013). Ovinos da raça Morada Nova representam uma 

das principais raças nativas utilizadas nos sistemas de criação no Nordeste. São animais 

destinados a produção de carne e pele, que se destacam pela menor conformação corporal, 

baixas taxas de mortalidade e pelos bons índices de prolificidade (McMANUS; PAIVA; 

ARAÚJO, 2010). 

A produção de ovinos é desenvolvida em maior escala sob regime extensivo ou 

semiextensivo, em que a principal fonte de alimento é proveniente da vegetação local. A 

caatinga é um bioma formado por diversas espécies forrageiras que são adaptadas as 

condições semiáridas do clima. Em função disso, em épocas de maior adversidade, 

apresentam potencial produtivo e nutricional limitados. Neste cenário, os animais 

desenvolvem mecanismos fisiológicos adaptativos para minimizar as consequências oriundas 

da carência nutricional, por meio de ajustes no tamanho dos órgãos e das vísceras mais ativas 

metabolicamente, reduzindo, assim, suas necessidades nutricionais (CASAL et al., 2014). 

Os ovinos são classificados como ruminantes, animais que se destacam entre os 

mamíferos, pela sua capacidade de utilizar como alimentos uma variedade de polissacarídeos 

vegetais. Essa habilidade acontece pela associação com microrganismos que habitam o trato 

digestório do animal, essencialmente, o rúmen, principal compartimento onde ocorre a 

digestão fermentativa. A microbiota ruminal é formada por uma comunidade diversificada em 

bactérias, protozoários, fungos, arqueas, bacteriófagos e vírus que evoluíram em conjunto 

com seu hospedeiro (WANG et al., 2016). Desta forma, o rúmen funciona como uma câmara 

de fermentação que proporciona condições adequadas para o desenvolvimento desses 

microrganismos e estes, por sua vez, são responsáveis pela degradação e transformação da 

forragem em compostos de fácil absorção pelos animais (McDONALD et al., 2010). 

A estrutura e as interações na comunidade microbiana são influenciadas pelo 

manejo nutricional, principalmente, pelo tipo de alimento fornecido aos animais. Este fator é 

um dos mais citados na literatura por promover alterações mais expressivas na dinâmica 

microbiana (HENDERSON et al., 2015; TAJIMA et al., 2000; THOETKIATTIKUL et al., 

2013). Nesse ecossistema, as bactérias são os microrganismos encontrados em maior 
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proporção e que contribuem de forma mais intensa na degradação dos alimentos (MACKIE et 

al., 2000). Além do destaque na produção animal, as enzimas microbianas também 

apresentam importância a nível industrial pela aplicabilidade nos setores de bicombustível 

(PATEL; PATEL; DAVE, 2020), têxtil, alimentício, entre outros (ADRIO; DEMAIN, 2014). 

A disposição e a composição da microbiota, bem como as enzimas produzidas no 

ambiente ruminal vêm sendo investigadas de uma forma mais detalhada pelo uso de técnicas 

moleculares mais avançadas (AlZAHAL et al., 2017; HENDERSON et al., 2015). A 

identificação e expressão de genes funcionais por microrganismos ruminais, auxilia na 

interpretação dos processos digestivos e de que maneira modificações no manejo nutricional 

podem influenciar no microbioma ruminal (McSWEENEY; MACKIE, 2012) e 

consequentemente, na eficiência alimentar. Diante disso, objetivou-se por meio desse estudo, 

avaliar os efeitos da alimentação restrita e classes sexuais sobre a expressão gênica de 

enzimas produzidas por bactérias e arqueas no rúmen de ovinos da raça Morada Nova. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Panorama da Ovinocultura 

 

A criação de animais está diretamente associada com a evolução humana. Estudos 

apontam que os ovinos foram uma das primeiras espécies de ruminantes domesticadas, sendo 

úteis como fontes de proteína animal e outros subprodutos para subsistência do homem 

(JIANG et al., 2014). Originários da Ásia, os ovinos foram se difundindo com o passar dos 

séculos pelos demais continentes, sendo criados nas mais diversas condições (ZEDER, 2008) 

e atualmente considerados animais de expressiva distribuição geográfica. 

No Brasil, os ovinos foram introduzidos juntamente com a chegada dos 

colonizadores e estes foram se adaptando de acordo com as condições em que foram 

submetidos através de longos períodos de seleção (PAIVA et al., 2005). Durante esse 

processo, os animais foram sendo destinados à produção de carne, pele, lã e leite de acordo 

com o grau de suas aptidões produtivas. Atualmente, o Brasil possui pouco mais de 20 

milhões de cabeças de ovinos ao longo de seu território, sendo nas regiões Nordeste e Sul 

onde se concentram o maior quantitativo desse rebanho (IBGE, 2020). 

Tradicionalmente, a produção de ovinos faz parte da cultura da região Nordeste, 

pois além da relevância econômica, apresenta também um mérito social, principalmente, para 

criações desenvolvidas nas pequenas propriedades. De acordo com dados do Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (2020), o Nordeste reúne o equivalente a 70,6% dos 

rebanhos ovinos do país e ainda segundo essas estatísticas, a região apresenta curvas 

ascendentes nesse segmento com crescimento de 12% quando se compara o efetivo de ovinos 

do ano de 2020 com o efetivo de 2016. Entre os estados nordestinos, a Bahia se destaca como 

maior detentora do rebanho de ovinos, sendo responsável por 32,32% do efetivo regional, em 

segundo e terceiro lugar vem Pernambuco e Ceará com respectivos 22,70% e 16,90% (IBGE, 

2020).  

A evolução na ovinocultura vem sendo promovida por fatores como o incentivo 

financeiro à cadeia produtiva, o estudo e a aplicação de estratégias de manejo que favoreçam 

a produtividade do sistema, a introdução de algumas raças especializadas e, principalmente, a 

utilização de animais adaptados às condições climáticas (QUADROS; CRUZ, 2017). O 

nordeste em sua predominância, cerca de 70%, é ocupado pelo bioma Caatinga. A Caatinga é 

um típico bioma brasileiro que abrange em sua totalidade oito dos nove estados nordestinos 

(SANTOS et al., 2017). Caracterizado pelo clima tropical do tipo semiárido, o Nordeste em 
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sua maior extensão é marcado pela irregularidade nas precipitações, associado com a 

evaporação e o escoamento superficial das águas, além de longos períodos de estiagem 

(PERAZZO et al., 2013). Nessas condições, em atividades influenciadas por alterações 

climáticas, como a produção animal, deve-se atentar para os diversos elementos envolvidos 

no sistema produtivo, utilizando-os da melhor maneira possível a fim de favorecer a 

manutenção e produtividade animal. 

 

2.2 Ovinos nativos e Raça Morada Nova 

 

O animal é um fator primordial no sistema de produção, nesse contexto, explorar 

características como potencial produtivo e capacidade de adaptação são essenciais na busca 

por bons índices produtivos. Os ovinos deslanados têm um importante destaque na 

ovinocultura desenvolvida em regiões semiáridas, em especial, aos pertencentes às raças 

nativas que apresentam adaptação ao clima e vegetação local (SOUZA et al., 2013).  

Raças nativas como Santa Inês, Morada Nova, Somalis Brasileira, Rabo Largo, 

Cariri estão difundidas pelos criatórios e são reconhecidamente importantes recursos 

genéticos que auxiliam na manutenção da ovinocultura (McMANUS et al., 2019), pois além 

de adaptados às condições climáticas, apresentam estacionalidade reprodutiva e exigências 

nutricionais menores quando comparados às raças exóticas (MARIANTE et al., 2011). 

Os ovinos da raça Morada Nova se destacam como uma das principais raças que 

compõem o rebanho nordestino. Historicamente, esses animais foram descritos pela primeira 

vez na década de 30 no município onde se acredita ser seu local de origem, Morada Nova/CE. 

Contudo, apenas na década de 70 foi que a raça teve seu nome reconhecido de maneira oficial 

(DOMINGUES, 1941; FIGUEIREDO, 1980). Acredita-se que esses animais tenham 

descendência dos ovinos Bordaleiros de Portugal. No entanto, Facó et al. (2008), em sua 

pesquisa discutem possíveis contribuição genética de ovino africanos e ibéricos. 

Ovinos dessa raça caracterizam-se pelo menor porte, carcaças mais leves e boa 

prolificidade mesmo em condições ambientais mais extremas (McMANUS; PAIVA; 

ARAÚJO, 2010). De acordo com a Associação Brasileira de Criadores de Ovinos (ABCR), 

além dos atributos mencionados, o padrão racial desses animais ainda abrange dois tipos de 

pelagens, vermelho e branco, sendo estes os mais encontrados nas propriedades, além da 

aptidão dos animais para produção de carne e pele. 

Algumas pesquisas apontam que, mesmo com o mérito da raça Morada Nova para 

a cultura e econômica tanto da região Nordeste quando do país, essa raça muitas vezes passou 
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por instabilidade em função de cruzamentos excessivos na busca por melhorias produtivas nos 

sistemas (RIBEIRO et al., 2014). Essas práticas podem muitas vezes resultar em animais não 

adequados para o tipo de manejo e ambiente no qual serão submetidos e interferem também 

no patrimônio genético dos animais nativos. Com isso, estudos vêm sendo realizados a fim de 

explorar as características adaptativas desta raça, com o objetivo de preservar, expandir 

(FACÓ et al., 2008; McMANUS et al., 2019; SOUSA et al., 2020) e melhorar a produtividade 

desses animais (ARAUJO et al., 2017; PEREIRA et al., 2018). 

 

2.3 Fatores envolvidos diretamente com o desempenho produtivo dos animais 

 

A produção animal é fundamentada, principalmente, em segmentos que permeiam 

pela nutrição, manejo, sanidade e genética. A nutrição representa um importante elo entre 

esses pilares sendo, notoriamente, responsável por uma porção representativa nos custos de 

produção (FERREIRA et al., 2009; REGO et al., 2010), e uma das áreas de destaque nas 

pesquisas científicas. O consumo de alimentos proporciona aos animais o acesso aos 

nutrientes importantes para suprir suas exigências nutricionais, refletindo em seu desempenho 

(CASTRO et al., 2007). Dessa forma, avaliar os fatores envolvidos na regulação do consumo 

auxilia na melhor compreensão dos processos relacionados à produção animal. 

Os mecanismos envolvidos na regulação do consumo são numerosos e de 

interações variadas, tendo o sistema nervoso central como região primordial no controle 

destes processos (OLIVEIRA et al., 2017). De forma clássica, na nutrição animal, a regulação 

do consumo costuma ser discutida em função de fatores físicos, químicos e psicogênicos 

(MERTENS, 1994). Essa classificação está relacionada com as características nutricionais dos 

alimentos, a condição corporal e o estágio fisiológico do animal, em que um maior destaque 

pode ser dado à composição da dieta e o perfil bromatológico de seus componentes. Além 

disso, de acordo com Oliveira et al. (2017), esses aspectos também estão associados com os 

hábitos e preferências alimentares dos animais. 

O controle da ingestão de alimentos ocorre por meio de mecanismos físicos 

quando a capacidade de distensão do rúmen é alcançada, dessa forma, o consumo é inibido 

pelo enchimento ruminal (MERTENS, 1994). Esse processo está principalmente relacionado 

com o teor de fibra na dieta, em virtude deste nutriente apresentar característica de maior 

permanência no trato digestório para ser digerido (ALVES et al., 2016). Dessa forma, animais 

submetidos à alimentação com maior proporção de fibra e, consequentemente, menor 
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densidade energética, necessitam ingerir maior quantidade de alimento para suprir sua 

demanda nutricional, o que promove a distensão ruminal (ALLEN, 2000). 

Por outro lado, em dietas que proporcionam menor efeito de enchimento e 

apresentem maiores proporções de nutrientes digestíveis, o consumo passa a ser regulado pelo 

efeito fisiológico, em que a demanda metabólica do animal, principalmente, sua exigência por 

energia prevalece como regulador (MERTENS, 1994). O terceiro fator de regulação na 

ingestão de alimentos, mecanismo psicogênico, está relacionado com estímulos sensoriais, 

que influenciam em comportamentos que motivam ou inibem o consumo.  

Mertens (1994) relata que aspectos como sabor, textura, odor, presenças de 

substâncias tóxicas e até mesmo as interações no rebanho interferem na decisão do animal em 

ingerir ou não um alimento. No entanto, quando os animais são submetidos a condições 

déficit alimentar, esse fator passa a influenciar de forma mais significativa o consumo 

alimentar, enquanto os mecanismos anteriormente citados regulam o consumo de forma 

menos expressiva, a depender do regime restritivo (CANDIDO et al., 2012). 

Outra variável importante que influencia na nutrição e produção animal é o 

coeficiente de digestibilidade dos nutrientes, atributo característico dos alimentos que propicia 

ao animal a utilização dos nutrientes em maior ou menor proporção (SILVA; LEÃO, 1979). 

De acordo com Silva (2011), a digestibilidade está associada com a cinética e taxa de 

passagem do material ingerido pelo trato digestório, sendo um parâmetro interessante na 

avaliação do aproveitamento dos nutrientes, bem como, do perfil nutricional da dieta e seus 

componentes. 

A digestibilidade dos nutrientes apresenta influência sobre o consumo alimentar, 

podendo ser observado relação direta ou inversa entre ambos (GALVANI et al., 2010). Com 

isso, o consumo pode ser reduzido em virtude da ingestão de alimentos com menor 

digestibilidade, apontando uma relação direta ou pela ingestão de alimentos de maior 

digestibilidade, em uma relação inversa (LIMA et al., 2015). Além da qualidade nutricional, a 

quantidade da dieta também pode interferir no aproveitamento dos nutrientes, dessa forma, a 

restrição quantitativa pode favorecer o aumento na digestibilidade, devido à redução no fluxo 

da digesta pelo trato gastrointestinal (GALVANI et al., 2010; RODRIGUES et al., 2014). 

 

2.4 Restrição alimentar 

 

As condições que os animais são mantidos influenciam diretamente na resposta 

produtiva do rebanho. No Nordeste, a maior parte dos criatórios adota o regime extensivo ou 
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semiextensivo em que a principal fonte de alimento é oriunda da vegetação nativa (FACÓ et 

al., 2008). Essas espécies forrageiras são bastante abundantes e bem adaptadas às condições 

áridas, no entanto, em épocas de maior adversidade climática, apresentam potencial produtivo 

e nutricional limitados (PEREIRA FILHO et al., 2013). Com isso, sob condições em que a 

oferta de alimentos pode ser prejudicada, os animais são propensos a períodos de restrição 

alimentar, desta forma, mantê-los bem nutridos durante todo o ano pode ser uma atividade 

desafiadora. 

De acordo com Galyean, Hatfield e Stanton, (1999), a restrição alimentar pode ser 

caracterizada pela menor disponibilidade de algum nutriente na dieta ou por uma redução no 

consumo quando comparado ao que seria observado na ingestão voluntária. Desta forma, a 

restrição pode ser classificada em qualitativa, com reduções nos níveis de energia ou proteína 

na dieta (ADDAH; AYANTUNDE; OKINE, 2017), ou quantitativa, por uma menor ingestão 

na quantidade dos alimentos (CAMPOS et al., 2020). Sob essas condições, os animais 

desenvolvem mecanismos fisiológicos adaptativos para minimizar as consequências oriundas 

da carência nutricional, como a tentativa de maior aproveitamento dos nutrientes, como já 

mencionado. Outras estratégias fisiológicas podem ser exploradas, com o propósito de 

minimizar os danos causados pela privação nutricional. 

Dessa forma, tecidos importantes passam a ser mobilizados e alguns órgãos 

menos priorizados, na busca pela redução dos requerimentos de produção e até manutenção 

(HORNICK, 2000). De acordo com o referido autor, os órgãos de maior atividade metabólica 

têm suas proporções e funções reduzidas, como por exemplo, os que compõem o trato 

gastrointestinal. Além destes, pâncreas, fígado, depósitos mesentéricos e outras estruturas 

viscerais, podem ser responsáveis por pouco mais da metade do consumo de oxigênio 

corporal total, que associado a outros gastos fisiológicos, utilizam energia que em parte 

poderia ser destinada a manutenção do organismo (HERD; ARTHUR, 2008). 

Em déficit alimentar, o tecido adiposo representa uma fonte importante de energia 

para manutenção do organismo. Estudos apontam que a mobilização do tecido adiposo 

acontece de forma prioritária para que outros tecidos de grande relevância, como o tecido 

muscular, sejam preservados (HOCH et al., 2003; SILVA; HARTER; RESENDE, 2018). De 

acordo com os mesmos  autores, alterações nas vias metabólicas acontecem em resposta à 

redução no aporte nutricional, assim, com a menor disponibilidade de propionato, principal 

substrato da gliconeogênese, os ácidos graxos oriundos da lipólise e os corpos cetônicos 

passam a ser utilizados como principal fonte de energia. Entretanto, caso o animal seja 
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mantido sob uma deficiência alimentar severa e prolongada, o tecido muscular também é 

mobilizado e sua deposição e desenvolvimento são interrompidos (SCHÜTZ et al., 2013). 

 

2.5 Microbiota ruminal 

 

Os animais ruminantes se destacam entre os mamíferos pela sua capacidade de 

utilizar uma ampla variedade de biomassa vegetal como fonte de nutrientes. A eficiente 

utilização desses insumos se dá pela divisão do estômago em quatro compartimentos que 

apresentam funções e anatomias próprias: rúmen, retículo, omaso e abomaso, e pela relação 

simbiótica entre o animal e uma comunidade de microrganismos responsáveis pelos processos 

fermentativos que ocorrem no rúmen (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 2011). 

A microbiota ruminal funciona como uma unidade integrada constituída por 

bactérias, protozoários, fungos, arqueas e vírus, que além de sua importância na digestão dos 

alimentos, também auxiliam em funções fisiológicas e imunológicas (FANIYI et al., 2019; 

WANG et al., 2016). Para seu desenvolvimento e estabilidade, os microrganismos necessitam 

de um ambiente favorável com condições ideais de temperatura, pH, pressão osmótica, 

fornecimento de insumos e remoção dos resíduos (KAMRA, 2005). O surgimento dessa 

comunidade no rúmen tem início logo nas primeiras horas de vida do animal e por meio de 

sucessivos processos que ocorrem ao longo de seu desenvolvimento, o resultado é uma 

população diversa e heterogênea (TASCHUK; GRIEBEL, 2012). 

No ambiente ruminal, as bactérias são os microrganismos mais abundantes, 

podendo representar em média 95% da população total. Essa predominância ocorre em função 

do menor tempo de multiplicação e a maior variedade de espécies (FLINT et al., 2008; 

WRIGHT; KLIEVE, 2011), sendo assim, contribuem de forma mais expressiva na digestão 

fermentativa. No rúmen, as bactérias podem ser agrupadas de acordo com sua disposição 

espacial em: associadas a partículas da digesta (fração sólida); dispostas na fase líquida ou 

aderidas ao epitélio ruminal. Nessa distribuição, uma maior massa bacteriana é encontrada na 

fração sólida, já que este material necessita de um maior arranjo de enzimas microbianas para 

ser degradado (WANG et al., 2011). 

Outra classificação importante é feita com base na especificidade enzimática para 

digerir determinados componentes químicos da dieta, assim, de uma forma geral, são 

divididas em microrganismos que degradam carboidratos fibrosos, não fibrosos e compostos 

protéicos e lipídicos (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 2011). No primeiro grupo participam 

as bactérias que degradam a fração da parede celular, subdividindo-se em bactérias 
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celulolíticas e hemicelulolíticas, que hidrolisam celulose e hemicelulose, respectivamente. No 

segundo grupo estão as bactérias que degradam a porção do conteúdo celular, amido e 

açúcares solúveis, além da pectina, classificando-se também como amilolíticas e 

pectinolíticas, enquanto nos demais grupos estão as bactérias associadas à degradação da 

porção protéica e lipídica, nesta ordem (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 2011; KAMRA, 

2005; RUSSELL; MUCK; WEIMER, 2009). 

Dentre a diversidade filogenética pertencente ao domínio Bacteria, uma maior 

prevalência é observada para os filos Firmicutes e Bacteroidetes, que alcançam em média 

80% de abundância, enquanto, que em menor proporção, se destacam Fibrobacter e 

Proteobacteria, contudo, algumas variações podem ocorrer em função do manejo alimentar 

(FIRKINS, 2010). Na maioria dos sistemas de produção, os alimentos volumosos têm uma 

maior participação na dieta total dos animais, assim, as bactérias fibrolíticas têm um 

importante destaque. Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens e Fibrobacter 

succinogenes são as espécies predominantes de bactérias celulolíticas, já as hemicelulolíticas 

de maior representatividade são Butyrivibrio fibrisolvens e Prevotella sp., que também são 

capazes de utilizar outros substratos (KAMRA, 2005; RUSSELL; MUCK; WEIMER, 2009). 

Outros microrganismos de grande relevância na utilização dos carboidratos são 

Ruminobacter amylophilus, Selenomonas ruminantium e Streptococcus bovis, importantes 

espécies amilolíticas que degradam preferencialmente amido e açúcares solúveis, bem como 

Lachnospira multiparus que utilizam pectina. Demais componentes importantes dos 

alimentos como proteínas e lipídeos são metabolizados principalmente por espécies 

Peptostreptococcus sp. e Wolinelia succinogenes, respectivamente (ARCURI; LOPES; 

CARNEIRO, 2011; KAMRA, 2005). 

Os microrganismos, pertencentes ao domínio Archaea, são bem menos 

abundantes no rúmen, abrangendo cerca de 4% da comunidade microbiana 

(JANSSEN; KIRS, 2008). Mesmo sob baixa prevalência, esses microrganismos são 

extremamente importantes para o bom funcionamento do rúmen, pois contribuem para 

manutenção do ambiente ruminal e favorecem a atividade de outros microrganismos 

(McALLISTER; NEWBOLD, 2008). As espécies mais abundantes pertencem aos gêneros 

Methanobrevibacter, Methanomicrobium e Methanosarcina, dependendo da espécie do 

animal, das condições do sistema de produção e dos métodos de identificação (GRAHAM; 

WHITE, 2002). 

 

2.6 Composição dos alimentos - frações glicídicas e protéicas 
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A bem-sucedida relação simbiôntica entre os ruminantes e os microrganismos 

ruminais permite a transformação de material lignocelulósico, muitas vezes de pouco valor 

nutricional ou econômico, em produtos que os animais são capazes de aproveitar como fonte 

de energia para sua manutenção e produção (SESHADRI et al., 2018). Essa relação se 

estabeleceu por meio de longos processos evolutivos para que os animais ruminantes 

aproveitassem de forma mais eficiente os alimentos a sua disposição. 

De maneira geral, esses animais têm como principal fonte de nutrientes os 

carboidratos fibrosos, isso faz com que a dieta apresente uma composição química complexa. 

A celulose, carboidrato fibroso mais abundante na dieta, tem em sua composição unidades de 

glicose organizadas em disposição linear, unidas por ligações glicosídicas β -1,4 (TARUM, 

2016). Associado a celulose são encontrados polímeros como hemicelulose e pectina, que 

conferem maior complexidade estrutural às forrageiras (ARCURI; LOPES; CARNEIRO, 

2011).  

A hemicelulose apresenta maior heterogeneidade em seu arranjo químico e na 

associação com os demais componentes da parede celular, possui a xilose como componente 

fundamental, que é um dos monossacarídeos principais da hidrólise dos carboidratos fibrosos. 

Em menores proporções, podem participar também dessa fração arabinose, galactose, manose 

e ácido glicurônico, aumentando a diversidade química desse componente (COSGROVE, 

2005; KOZLOSKI, 2011). 

A pectina, polissacarídeo importante na adesão dos componentes que formam a 

parede celular, é classificada como carboidrato não fibroso pela característica de degradação 

mais rápida (HALL, 2014). Apresenta em sua formação uma variedade de monossacarídeos 

como ácido galacturônico, galactose, arabinose, ramnose, entre outros. Além da pectina, o 

amido também faz parte dos carboidratos de rápida degradação. 

Formado por dois polímeros de glicose, amilose e amilopectina, o amido é 

considerado uma importante fonte de reserva dos vegetais e participa da alimentação animal, 

principalmente, na forma dos grãos (HALL, 2014). Seus polímeros apresentam ligação 

glicosídica do tipo alfa entre seus monômeros, sendo α-1,4 na amilose e α-1,6 na 

amilopectina. Essas e outras diferenças refletem nas estruturas químicas, como por exemplo, 

na presença de ramificações na cadeia da amilopectina (KOZLOSKI, 2011). 

A fração protéica dos alimentos também é fermentada no rúmen e sua maior 

proporção é utilizada pelos microrganismos na formação da proteína microbiana, que 
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representa a principal fonte de aminoácidos para os ruminantes, seguida da porção que não foi 

degradada e da proveniente da descamação do epitélio ruminal (SANTOS; PEDROSO, 2011). 

 

2.7 Fermentação microbiana e vias metabólicas 

 

Em função dessa complexa composição química, os alimentos ingeridos pelos 

animais são, a priori, pouco acessíveis à digestão fermentativa. Inicialmente, é necessário que 

uma colonização prévia aconteça para que então as frações monoméricas da digesta sejam 

acessadas e metabolizadas pelos microrganismos. Neste processo, são empregados arranjos 

enzimáticos dispostos na membrana microbiana, ocorrendo uma degradação extracelular e, 

posteriormente, a fermentação intracelular. Dessa forma, os microrganismos obtêm os 

suprimentos necessários para sua manutenção e liberam compostos essenciais para o animal 

(KOZLOSKI, 2011). 

Os padrões de degradação e metabolismo são influenciados pelas características 

dos alimentos, já que estas influem diretamente nas condições do ambiente ruminal e, 

consequente, prevalência dos microrganismos. De modo geral, os carboidratos são 

transformados em hexoses, pentoses e ácidos urônicos. Para isso, uma série de enzimas atua 

de forma sequencial, degradando a cadeia dos polissacarídeos em diferentes porções para 

fornecer os produtos que serão metabolizados até ácidos graxos voláteis (NUSSIO; 

CAMPOS; LIMA, 2011). 

Essas enzimas são classificadas como glicosil hidrolases em função da hidrólise 

das ligações glicosídicas entre os compostos glicídicos (SCHOMBURG; CHANG; 

SCHOMBURG, 2014). De acordo com o banco de dados Carbohydrate-Active enZYmes 

(CAZy), pouco mais de 170 famílias identificadas compõem esse grupo de enzimas, e destas, 

boa parte são formadas por enzimas fibrolíticas, que degradam a fração de maior proporção na 

dieta. 

A hidrólise da celulose acontece pela participação e interação de celulases que se 

dividem em três grupos - endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases (Figura 1). O 

processo se inicia com a ação das endoglucanases clivando a cadeia da celulose internamente 

nas regiões de menor resistência, ou seja, as regiões amorfas, que são as porções onde as 

fibras estão arranjadas de forma menos ordenadas e mais acessíveis ao ataque enzimático 

(WATANABE; TOKUDA, 2010). Com isso, a polimerização da cadeia é diminuída e mais 

frações ficam a disposição das exoglucanases.  
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De forma sinérgica, as exoglucanases vão hidrolisando as extremidades livres, que 

estão sendo hidrolisadas, em polímeros menores, as celobioses, que serão hidrolisadas pelo 

terceiro grupo de celulases. As β-glicosidases são enzimas mais especificas e responsáveis 

pela etapa final na hidrólise da celulose, liberando assim moléculas de glicose (BEHERA et 

al., 2016; WATANABE; TOKUDA, 2010). 

 

Figura 1 - Representação ilustrativa da degradação da celulose 
pelas enzimas celulolíticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Watanabe e Tokuda (2010, p. 611). 

 

Para os compostos hemicelulolíticos uma maior variedade de enzimas é 

necessária, já que sua estrutura conta com um número variável de diferentes monômeros 

como demonstrado na figura 2. Com isso, as características, os mecanismos de ação e alguns 

dos produtos finais podem variar dependendo do arranjo original do polímero 

(SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). 

Uma ação conjunta entre endoxilanases, exoxilanases e outras enzimas auxiliares 

atuam na hidrólise da hemicelulose (Figura 2). As endoxilanases são as enzimas mais numeras 

e clivam a porção interna da cadeia, porém para que estas desempenhem suas atividades são 

necessárias a remoção das frações laterais. Desse modo, a degradação do polímero se inicia 

com a ação das enzimas auxiliares facilitando o acesso à cadeia principal (KIRIKYALI; 

CONNERTON, 2014). As frações laterais são liberadas por enzimas como: α-L-

arabinofuranosidase, α-D-glucuronidase, galactosidase, acetil xilano esterase, ácido cumárico 

esterase e ácido fenólico esterase (SÁNCHEZ, 2009; SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). 
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As α-L-arabinofuranosidases hidrolisam os grupamentos de arabinofuranose de 

arabinos, arabinoxilanos e arabinogalactanos, as α-D-glucuronidases clivam as ligações entre 

o ácido glucurônico e a xilose da cadeia principal. Demais enzimas são essenciais na 

degradação dos compostos hemicelulolíticos, a exemplo dos diferentes grupos de esterase, 

para remoção do ácido acético, fenólico e cumárico. Isso favorece a solubilização da lignina 

associada à hemicelulose, combinação que gera uma maior resistência da parede celular à 

degradação microbiana. As esterases responsáveis por essas remoções são acetil xilano 

esterase, ácido fenólico esterase (feruloil esterase) e p-cumárico esterase 

(SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). 

 

Figura 2 - Estrutura da hemicelulose e locais de clivagem de algumas 
enzimas hemicelulolíticas. 

 
Fonte: Subramaniyan e Prema (2002, p. 34). 

 

As endoxilanases liberam oligossacarídeos chamados de xilooligossacarídeos 

através da hidrólise na porção principal da cadeia, favorecendo a atividade da β-xilosidase que 

degrada esses compostos nas regiões externas, liberando xilose (KIRIKYALI; CONNERTON, 

2014). 

Semelhante as hemiceluloses, a fração péctica dos alimentos também apresenta 

uma elevada complexidade estrutural, sendo necessário um arranjo variado de enzimas em sua 

degradação. Estas podem ser classificadas como pectina esterases ou hidrolases e liases. A 

divisão é feita em função das reações envolvidas no processo de degradação, que pode ser por 

desesterificação ou despolimerização, respectivamente (BONNIN; GARNIER; RALET, 

2014). 
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O primeiro grupo de enzimas promove a desesterificação e desacetilação da 

pectina por meio da ação da pectina metil esterase e pectina acetil esterase. Como produtos 

finais são liberados ácido péctico e metanol ou ácido péctico e acetato, respectivamente. 

Desse modo, o acesso do segundo grupo de enzimas pectinolíticas às demais porções da 

cadeia é favorecido (BONNIN et al., 2003).  

A despolimerização da pectina acontece pela atividade de enzimas liases e 

hidrolases. As liases degradam os polímeros por reações de transeliminação. Estas são reações 

não hidróliticas que acontecem pela remoção de hidrogênio e formação de um produto 

insaturado. Esse processo é feito pelas enzimas pectina liase que são específicas de regiões 

esterificadas e pectato liase que degradam substratos não esterificados (BONNIN et al., 2003; 

BONNIN; GARNIER; RALET, 2014). Já as hidrolases catalisam as ligações glicosídicas a 

partir das enzimas poligalacturonases que dependendo do mecanismo de ação, podem ser 

divididas em endopoligalacturonases e exopoligalacturonases (BONNIN; GARNIER; 

RALET, 2014). Outras enzimas auxiliam para a degradação completa da pectina e variam a 

depender das subestruturas que participam de seu arranjo químico como demonstra a figura 3. 

 

Figura 3 - Subestruturas que formam a pectina e 
mecanismos de ação das enzimas pectinolíticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Bonnin, Garnier e Ralet (2014, p. 520). 
HG: homogalacturona, RG-I: ramnogalacturonana I, XG: 
xilogalacturonana. PG: poligalacturonase, PAL: pectato liase, PL: 
pectina liase, PME: pectina metil esterase, PAE: pectina acetil 
esterase, RH: ramnogalacturanana hidrolase, RL: ramnogalacturanana 
liase, RGH: ramnogalacturanana galacturônico hidrolase, eA: 
endoarabinanase, AF: arabinofuranosidase, eG: endogalactanase, β-
Gal: β-galactosidase. 
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As enzimas amilolíticas são responsáveis pela degradação do amido. As amilases 

α, β e α-glicosidades hidrolisam em pontos distintos o polissacarídeo até glicose, componente 

que é destinado ao metabolismo microbiano intracelular (Figura 4). As porções formadas por 

ligações do tipo α-1,4 são hidrolisadas pela amilases α e β, tanto na amilose, quanto na 

amilopectina. As α-amilases classificadas como endoglicosidades, clivam as ligações internas 

da cadeia liberando polissacarídeos de tamanhos menores, dextrinas e maltose, que sob ação 

das β-amilases são transformadas em maltose e glicose, por sua atividade nas porções das 

extremidades não redutoras. Já as α-glicosidades clivam as ramificações da amilopectina nas 

ligações α-1,6 auxiliando na despolimerização da cadeia (FARIA; KAWAGUTI; KOBLITZ, 

2021; KOZLOSKI, 2011). 

 

Figura 4. Representação estrutural do amido e locais de 
clivagem das enzimas amilolíticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: adaptado de Mischnicka e Momcilovic (2010, p. 171). 
Amilopectina (A), amilose (B). N: extremidade não redutora, R: 
extremidade redutora. 

 

Referente à degradação das proteínas, asim como na hidrólise dos compostos 

glicídicos, sua fermentação também envolve múltiplas enzimas que estão associadas à 

membrana celular bacteriana (KOZLOSKI, 2011). Desta forma, as diversas proteases atuam 

na hidrolise das estruturas mais complexas até peptídeos de cadeia curta e aminoácidos, que 

logo são metabolizados nas células bacterianas onde deaminases também atuam para liberar 

amônia e ácidos graxos voláteis (SANTOS; PEDROSO, 2011). 

Vários são os quesitos levados em consideração para se classificar as proteases, 

no geral, essas enzimas podem ser categorizadas como endo e exopeptidases em função do 

local de clivagem na cadeia da proteína. Outra forma de classificação é em relação ao 

grupamento funcional disposto no sítio ativo da molécula, em que as proteases podem ser do 
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tipo: aspártica, cisteína, serina ou metalo (BHUNIA; BASAK; DEY, 2012; AGUILAR; 

SATO, 2018). As proteínas são inicialmente degradadas em suas porções internas, a depender 

dos grupamentos presentes, em oligopeptídeos e logo em dipeptídeos e aminoácidos pela ação 

das exopeptidases e dipepdases como demonstrado na figura 5 (KOZLOSKI, 2011). 

 

Figura 5. Degradação da proteína pelas peptidases em seus respectivos locais 
de ação. 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

Fonte: adaptado de Santos et al. (2016, p. 386). 
Círculos vazados: aminoácidos, círculos preenchidos: sequência de aminoácidos que se ligará 
à peptidase. As setas grossas apontam para o local de clivagem no substrato protéico. 

 

Os componentes alimentares discutidos aqui e outros são transformados em ácidos 

graxos voláteis, principal fonte de energia para os animais. No entanto, outros compostos 

perfazem os produtos finais oriundos da fermentação microbiana, como por exemplo: 

hidrogênio, dióxido de carbono (CO2), metano (CH4), lactato, amônia, que em excesso se 

torna prejudicial, entre outros elementos (McSEENEY; MACKIE, 2012). Os gases podem ser 

considerados uma perda de energia e nocivos ao ambiente por favorecerem a expansão do 

efeito estufa (ZHOU; McALLISTER; GUAN, 2011). Por outro lado, a formação do metano 

representa um processo benéfico aos ruminantes, pois a partir desta, são utilizado os íons de 

hidrogênio livres, o que auxilia na neutralização do pH ruminal e facilita a manutenção do 

ambiente ruminal e, consequentemente, dos microrganismos fibrolíticos (HOOK; WRIGHT; 

McBRIDE, 2010). 

O metano é produzido por microrganismos pertencentes ao domínio Archaea que 

comumente são chamados de metanogênicos por produzirem esse composto e obter energia 

de forma exclusiva oriunda desse processo. Três vias distintas podem ser utilizadas na 

formação do metano a depender do substrato empregado e a espécie de microrganismo que os 

utilizam. A via mais comum é denominada de hidrogenotrófica em que é usado o CO2 e H2 

como substrato e doador de elétrons, respectivamente (JANSSEN; KIRS, 2008). 

 

 
 

 

  
aspártico, serina, metalo, cisteína 
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Independente da via metanogênica adotada, distintas coenzimas e compostos carreadores são 

necessários para produção do metano, assim como múltiplos genes são importantes na 

expressão de proteínas relacionadas com a atividade enzimática (LEAHY et al., 2010; 

SHIMA et al., 2020). 

Na figura 6 estão representadas as vias pelas quais o metano pode ser formado e 

as enzimas que promovem esse processo. Os componentes iniciais que serão reduzidos até 

CH4 são formados por uma molécula de carbono, também denominados de C1. Nota-se que 

independente da via utilizada o passo final é comum a todas elas, com a metil coenzima M 

sendo reduzida a metano pela atividade do carreador metil coenzima M redutase e do redutor 

coenzima B (SHIMA et al., 2020). Isso valida a utilização do gene que codifica essa enzima 

essencial para formação do metano entérico em estudos de expressão gênica como bem 

explanado por Janssen e Kirs, (2008). 

 

Figura 6 - Representação das vias metanogênicas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Vich (2006, p. 16). 
Setas azuis: hidrogenotrófica, setas vermelhas: metilotróficas; setas verdes: 
acetoclásticas. 
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2.8 Expressão gênica e seus desafios no estudo da funcionalidade ruminal 

 

A caracterização do ecossistema ruminal envolve múltiplos aspectos relacionados 

à dinâmica microbiana, tendo em vista à expressiva variedade de microrganismos e suas inter-

relações com fatores internos e externos ao rúmen. Há décadas, tem-se investigado a 

diversidade dos microrganismos, na tentativa de proporcionar um ambiente favorável e obter 

processos fermentativos mais eficientes (LIN; RASKIN; STAHL, 1997; RUSSELL; 

RYCHLIK, 2001; TAJIMA et al., 2000; WRIGHT; KLIEVE, 2011). Com o avanço nas 

pesquisas, passou-se a ter acesso a um leque maior de informações como, por exemplo, na 

área da biologia molecular, em que metodologias convencionais de cultivo celular, demoradas 

e complexas, foram sendo substituídas por técnicas mais avançadas. 

As descobertas proporcionadas pelas técnicas de cultivo celular auxiliaram para 

melhor compreensão a cerca da microbiota ruminal, no entanto, passou-se a perceber as 

limitações promovidas por essa técnica, tendo em vista a complexidade do rúmen, as diversas 

interações entre os microrganismos, o baixo quantitativo de espécies identificadas e as 

dificuldade de cultivo, pelas necessidades diferenciadas de condições (McSWEENEY; 

MACKIE, 2012). 

Com o intuito de aprofundamento no estudo acerca do ecossistema ruminal e sua 

diversidade genética, tem sido empregadas metodologias de amplificação e sequenciamento 

do gene ribossomal 16S (McSWEENEY et al., 2009). Fundamentadas na análise dos ácidos 

nucléicos, as metodologias moleculares mais avançadas utilizam sequências das subunidades 

ribossômicas menores 16S/18S em estudos filogenéticos. Os genes que codificam essas 

subunidades, 16S/18S rRNA, estão presentes universalmente entre os grupos de 

microrganismos e apresentam elevado grau de conservação, mostrando-se assim, excelentes 

marcadores moleculares na avaliação da diversidade microbiana (McSWEENEY et al., 2009; 

TAJIMA et al, 2000; VETROVSKY; BALDRIAN, 2013). Sob essa perspectiva é possível 

analisar a composição de uma microbiota e seus ajustes frente algumas alterações como, 

mudanças na composição dos alimentos, inclusão de aditivos na dieta dos animais, entre 

outros fatores (LEE et al., 2019; ZHAO et al., 2015). 

As abordagens moleculares também são aplicáveis na investigação da atividade 

microbiana, que por algum tempo esteve atrelada apenas às variações na população ruminal 

(JAMI; WHITE; MIZRAHI, 2014). Neste contexto, são utilizados estudos de expressão 

gênica que por meio da mensuração de genes funcionais, promovem a identificação de 

enzimas ou vias metabólicas ativas durante o processo fermentativo e até mesmo os 
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microrganismos ruminais metabolicamente ativos (PIAO et al., 2013). Dessa forma, essa 

metodologia também auxilia na caracterização do microbioma ruminal e na investigação do 

impacto de certas condições sobre a funcionalidade do rúmen. 

Mesmo sendo uma metodologia promissora e que vêm sendo bastante utilizada e 

aperfeiçoada, alguns entraves ainda podem interferir na obtenção de bons resultados. A 

extração e manipulação inicial do RNA, por exemplo, são procedimentos importantes que 

devem ser feitos sob metodologia apropriada, tendo em vista a baixa estabilidade do RNA 

(McGRATH et al., 2008; PIAO et al., 2013). Essa reconhecida característica do RNA se dá 

pela sua fragilidade estrutural em função da presença de um grupo hidroxila posicionado no 

carbono 2 da pentose. Essa estrutura favorece a clivagem da molécula e, principalmente, em 

exposição a soluções alcalinas ou elevadas temperaturas (NELSON; COX, 2014). 

Tendo em vista essa condição do material de partida, pesquisas voltadas para o 

estudo funcional de microbiomas dispostos em outros habitats foram desenvolvidos visando 

aprimorar a obtenção de RNA de melhor qualidade (GILBERT et al., 2008; PORETSKY et 

al., 2009). Nesse contexto, várias estudos foram impulsionadas para padronizar uma 

metodologia de extração de RNA em material proveniente da digesta de ruminantes (BERÁ-

MAILLET et al., 2009; KANG et al., 2009; WANG et al., 2011; PIAO et al., 2013), 

principalmente, quando se analisa esse material nas suas diferente frações, tendo em vista que 

a fase sólida se apresenta em um aglomerado de material remanescente de difícil acesso e que 

pode favorecem a degradação do RNA durante sua quebra (WANG et al., 2011).  

As pesquisas acerca da padronização de extração, citadas a cima, relatam êxito na 

obtenção de materiais em qualidade e quantidade viáveis de RNA (BERÁ-MAILLET et al., 

2009; KANG et al., 2009; WANG et al., 2011; PIAO et al., 2013). Entretanto, em outros 

segmentos que utilizam como unidades experimentas animais ruminantes, os bovinos ainda 

são os mais empregados, porém como se sabe, os grandes e pequenos ruminantes têm 

comportamentos alimentares e características distintos (VAN SOEST, 1994) sendo, a nosso 

ver, importante incluí-los como modelos de estudos para verificar se essas diferenças também 

influem na funcionalidade ruminal, tendo em vista a sua baixa utilização em pesquisas de 

validação dessas metodologias moleculares. 

Com isso, ampliar os estudos voltados para espécie ovina, integrando diferentes 

metodologias de pesquisa, tem sido importante para uma melhor caracterização e preservação 

do material genético desses animais, além da relevância frente aos processos envolvidos com 

a funcionalidade do ambiente ruminal, a fim de se obter produtos de valor nutricional e 

econômico de forma mais eficiente e reduzir os impactos ambientais gerados pela produção 
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animal. Aliado a esses fatores, este estudo foi conduzido com o propósito de investigar a 

atividade dos principais grupos de microrganismos citados na literatura, fibrolíticos, 

amilolíticos, pectinolíticos e metanogênicos, através da caracterização da expressão gênica de 

enzimas microbianas no ambiente ruminal. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

  

Avaliar os efeitos da restrição alimentar e das classes sexuais sobre a expressão 

gênica de enzimas produzidas no rúmen de cordeiros da raça Morada Nova. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Testar a eficiência do protocolo de extração de RNA total proposto por Wang et 

al. (2011) em conteúdo ruminal líquido e sólido de cordeiros recém abatidos. 

- Verificar se a restrição alimentar altera a expressão gênica de enzimas 

fibrolíticas, amilolíticas, proteolíticas e metanogênicas produzidas por bactérias e arqueas. 

- Avaliar se a classe sexual do animal (machos inteiros, machos castrados e 

fêmeas) tem influência na expressão gênica sobre os mesmos grupos funcionais de enzimas 

mencionadas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Localização, animais experimentais e procedimentos iniciais 

  

O estudo foi desenvolvido no Departamento de Zootecnia da Universidade 

Federal do Ceará, localizada no município de Fortaleza, Ceará, em conformidade com os 

critérios da Comissão de Ética em Uso de Animais da referida instituição (98/2015). Os 

animais desse estudo também foram utilizados em um projeto paralelo de exigências 

nutricionais durante seu crescimento de 120 dias e posteriormente foram abatidos. 

Foram utilizados vinte e sete ovinos da raça Morada Nova com peso médio inicial 

de 14,5 ± 0,89 kg e 120 dias de idade, aproximadamente. Previamente, os animais passaram 

por um período de adaptação de 20 dias ao manejo e à dieta experimental. Os animais foram 

identificados, submetidos a um programa sanitário contra ecto e endoparasitas (Merial 

Ivermectin, Pfizer Animal Health; 200 mcg de Ivomec/kg PC) e receberam suplementação 

multivitamínica. Nove machos foram submetidos ao procedimento de castração pela 

utilização de um castrador tipo burdizzo e, posteriormente, todos os animais foram alocados, 

de forma aleatória, em baias individuais, configurando um delineamento experimental 

inteiramente casualizado em esquema fatorial 3×3: três classes sexuais - 9 machos inteiros, 9 

machos castrados e 9 fêmeas, e três níveis de alimentação - Ad libitum, 30 e 60 % de restrição 

alimentar. 

 

4.2 Dieta experimental e consumo alimentar 

 

A dieta experimental foi formulada de acordo com as recomendações do National 

Research Council, (2007) para atender às exigências nutricionais de cordeiros. A proporção 

utilizada de alimento volumoso e concentrado foi de 60:40, sendo o feno de capim Tifton-85 

(Cynodon sp.) a fonte de volumoso e milho grão moído, farelo de soja, fosfato bicálcico e 

premix mineral os constituintes do concentrado (Tabela 1). 

O fornecimento da ração foi realizado de forma fracionada em dois horários, às 

7h:30 e às 16h. Os animais do grupo controle (ad libitum) recebiam alimentação à vontade, 

permitindo 10% de sobras e a partir do consumo alimentar desses animais, era calculado o 

fornecimento de ração dos animais mantidos sob restrição alimentar, de acordo com cada 

nível (30 e 60%). 
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Tabela 1 - Ingredientes, composição percentual e química (g/kg) da ração. 
Ingredientes  % na Matéria Seca 
Feno de Tifton 85  60,00 
Milho grão moído  32,72 
Farelo de soja  6,30 
Fosfato bicálcico  0,06 
Premix mineral1  0,92 

Composição química 
(g/kg MS) 

Ração 
Total Feno de Tifton 85 Milho grão 

moído 
Farelo de 

soja 
Matéria seca 907,72 913,40 892,40 910,00 
Proteína bruta 169,32 171,50 102,80 508,80 
Extrato etéreo 30,77 25,57 43,18 19,32 
Matéria mineral 61,93 73,40 13,30 65,90 
Fibra em detergente neutro 438,65 668,20 112,54 134,63 
FDNcp2 418,32 644,85 97,89 110,41 
Fibra em detergente ácido 201,93 317,54 26,31 102,05 
Carboidratos totais 738,00 751,67 840,70 407,90 
Carboidratos não-fibrosos 319,67 58,30 728,19 273,30 
Nutrientes digestíveis totais 673,55 - - - 

1Cálcio 22,5% a 21,5%; Fósforo 4,0 %; Enxofre 1,5%; Sódio 5,0 %; Magnésio 1,0%; Cobalto 11,00 ppm; Iodo 
34 ppm; Manganês 1800 ppm; Selênio 10,00 ppm; Zinco 2000 ppm; Ferro 1250 ppm; Cobre 120 ppm; Flúor 
400,00 ppm; Vitamina A 37,5 ppm; Vitamina D3 0,5 ppm e Vitamina E 800 ppm. 2Fibra em detergente neutro 
corrigida para cinza e proteína. 
 

4.3 Abate dos animais e coleta do conteúdo ruminal 

 

Durante o experimento, os animais tiveram o ganho de peso corporal mensurado 

por pesagens periódicas, de forma que quando um tratamento alcançou 30 kg, todos os 

animais foram abatidos, totalizando 120 dias de duração do experimento. Previamente ao 

abate, os animais foram submetidos a um jejum de alimentos sólidos e água por 18h e 

abatidos por insensibilização, com pistola de pressão, seguida da secção da veia jugular. 

Na etapa de pesagem e esvaziamento do trato digestório, o conteúdo ruminal de 

todos os animais foi coletado e separado em fase líquida e sólida como proposto por Wang et 

al. (2011). A fase líquida foi obtida por meio de filtração do material em quatro camadas de 

gaze e acondicionada em tubos estéreis, livres de RNAse e mantidos em freezer a -80 ºC. O 

material remanescente, fase sólida, foi colocado em um Becker de 250 mL com papel filtro 

para absorção do líquido ruminal excedente, alíquotados e armazenados em freezer a -80 ºC. 

 

4.4 Extração de RNA total 
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Para a extração do RNA total foi utilizado um procedimento adicional proposto 

por Wang et al. (2011), com algumas alterações, seguido da metodologia de Chomczynski e 

Sacchi, (1987). Inicialmente, o material sólido foi submetido à maceração em uma fina 

camada de nitrogênio líquido, utilizando cadinho e pistilo de cerâmica, e logo após, 0,2 g 

desse material foi homogeneizado em Vortex com 1 mL de TRIzol (Invitrogen, Burlington, 

Canadá), deixados em temperatura ambiente durante 5 minutos e seguiu-se com os demais 

passos do protocolo de isolamento de RNA por tiocianato de guanidina-fenol-clorofórmio 

(CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). 

Na extração das amostras de fase líquida, alíquotas de 0,4 mL, também foram 

homogeneizadas em microtubos com 1 mL de TRIzol (Invitrogen, Burlington, Canadá) e 

deixadas para descongelar em temperatura ambiente. Em seguida, 4 g de microesferas de 

vidro foram utilizadas no rompimento celular (tamanho 0,7-1,1 mm; glass beads Sigma-

Aldrich, Ontario, Canadá) por agitação, seguido de centrifugação por 3 minutos a 

12000G/4°C. Posteriormente, as mesmas etapas de extração proposto por Chomczynski e 

Sacchi, (1987) foram utilizadas. Ao final do processo, os pellets de RNA foram 

ressuspendidos em 50µL de água livre de nucleases (Qiagen, Hilden, Alemanha) e mantidos a 

-80ºC. 

 

4.5 Quantificação e qualidade do RNA 

 

A concentração e pureza do RNA extraído foram estimadas por espectrofotômetro 

NanoDrop 2000 (ThermoScientific, Waltham, Massachusetts), pela mensuração da 

absorbância a 260nm e pelas relações A260/A280nm e A260/A230nm. 

 

4.6 Transcrição reversa e Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) 

 

O RNA total extraído foi tratado com DNase I (RQ1 RNase-Free DNase, 

Promega, Madson, Wisconsin, EUA) e transcrito em cDNA com o kit High-Capacity cDNA 

(Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, USA), ambos os procedimentos seguindo as 

recomendações dos fabricantes. 

Antes das amplificações por qPCR, realizou-se uma etapa adicional de pré 

amplificação com a utilização do SsoAdvanced™ PreAmp Supermix (Bio-Rad, Hercules, 

Califórnia, EUA), segundo recomendações do fabricante. A pré-amplificação foi realizada 

como estratégia para enriquecimento das amostras com os transcritos alvos da pesquisa, um 
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método proposto para estudos com múltiplos alvos de baixa expressão, o que foi verificado 

em nossos testes preliminares. Foram utilizados quinze pares de oligonucleotídeos 

iniciadores, doze para genes alvos e três para genes constitutivos, listados na tabela 2.  

Os genes alvos foram divididos em grupos que codificam enzimas com atividades 

fibrolíticas (degradadoras de celulose e hemicelulose), amilolíticas, proteolíticas e 

metanogênicas, produzidas pelos microrganismos mais abundantes no ambiente ruminal: 

Ruminococcus albus, Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Ruminococcus 

flavefaciens, Streptococcus bovis, Selenomonas ruminantium, Wolinella succinogenes, 

Methanogenic archaeon, Methanosarcina barkeri. A escolha dos genes foi baseada em 

informações disponíveis no banco de dados GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) de acordo com 

as enzimas mais frequentes na fermentação ruminal. Os alvos constitutivos ou controles 

endógenos, que são genes com expressão contínua, ou seja, não influenciados pelas condições 

teste, foram selecionados a partir do gene 16S rRNA: 1492R/27F (CUNHA, 2010) e 

842F/806R (MORI et al., 2014) e da subunidade girase A (METCALF; SHARIF; WEESE, 

2010). Os primers foram desenhados com auxílio da ferramenta OligoPerfect Primer Designer 

(Thermo Fisher Scientific, USA). 

As reações de qPCR foram realizadas no sistema de detecção CFX96 Real Time 

System (Bio-Rad, Hercules, Califórnia, EUA), usando a GoTaq® qPCR Master Mix 2X 

(Promega, Madson, Wisconsin, EUA). Para cada reação com volume final de 10 μl, havia 50 

ng de cDNA, 5 μL de Master Mix SYBR Green, 400 mM de cada primer e água livre de 

nuclease. As amplificações foram realizadas em triplicatas seguindo dois protocolos de 

ciclagem (Tabela 2), desse modo, dividiram-se os genes em dois grupos. No primeiro grupo, 

com as etapas de anelamento e extensão realizados em uma única fase, o protocolo se iniciou 

com temperatura de 98 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 

temperatura de anelamento de 52 ºC por 70 segundos. 

No segundo grupo as etapas de anelamento e extensão foram separadas, iniciando-

se as amplificações com temperatura de 98 °C por 10 minutos, seguidas de 40 ciclos de 95 °C 

por 15 segundos, temperatura de anelamento de 50 ou 54 °C por 30 segundos e extensão de 

72 °C por 45 segundos. Ao final das amplificações, para ambos os grupos, utilizou-se a curva 

de dissociação para avaliar a especificidade das reações, por meio do sinal de fluorescência 

com aumentos de 0,5 °C a cada 5 segundos. As expressões relativas dos genes que 

apresentaram amplificações satisfatórias, pertencentes aos grupos fibrolíticos e amilolíticos, 

foram calculadas de acordo com a fórmula matemática de Pfaffl, (2001), levando-se em 

consideração a relação entre as eficiências dos genes alvos e referência e tendo os animais 
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alimentados ad libitum como grupo controle. As eficiências foram obtidas por equação de 

regressão com base em diluições seriadas de fator 2, conforme a fórmula E=10(-1/slope) 

(PFAFFL, 2001; RASMUSSEN, 2001). Já para o gene do grupo metanogênico, a expressão 

relativa foi calculada pelo método 2−ΔΔCT, proposto por Livak e Schmittgen, (2001). 

 

4.7. Interação entre proteínas in silico 

 

As redes de interação de proteínas (codificadas pelos genes-alvo) foram 

analisadas usando o banco de dados STRING versão 11.5. Através do banco de dados é 

possível analisar interações de proteínas conhecidas e previstas, coletadas de associações 

diretas (físicas) e indiretas (funcionais). Esse banco de dados incorpora quantitativamente 

informações de interação de quatro fontes de contexto genômico, experimentos de alto 

rendimento, co-expressão e conhecimento prévio de publicações de pesquisa. O software 

STRING foi configurado para mostrar no máximo 10 interações e confiança média. 

 
4.8 Análise estatística 
 

Os dados de concentração de RNA total foram avaliados por análise de variância 

usando o procedimento GLM do programa SAS (2004). As médias foram comparadas pelo 

teste de Tukey com nível de significância de 5%. 

Já os dados de expressão gênica foram analisados pelo teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis (SAS, 2004), por não atenderem aos pressupostos de normalidade. As médias 

foram comparadas pelo teste de Dunn com nível de significância de 5% de probabilidade.
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Tabela 2 - Sequências e características dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas amplificações por PCR em tempo real. 

1Genes constitutivos, 2Genes que codificam enzimas celulolíticas, 3Genes que codificam enzimas amilolíticas, 4Genes que codificam enzimas proteolíticas, 5Genes que codificam 
enzimas metanogênicas.

Enzimas - gene Referência/Número de acesso 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) Sequência de primers Tamanho dos 

amplicons 
Temperatura de 

anelamento 
Programa de 
amplificação 

Girase A - GYR1 Metcalf et al., (2010) F 5' CTCGATTTGTTGGGGACGTT 3' 146 52ºC 1 Step 
  R 5' ATCCCCATCAACAGAACCAA 3'    
27F/1492R1 Cunha, (2010) F 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3' 120 52ºC 1 Step 
  R 5' GGYTACCTTGTTACGACTT 3'    
342F/806R1 Mori et al., (2014) F 5' CTACGGGGGGCAGCAG 3' 200 50ºC 2 Step 
  R 5' GGACTACCGGGGTATCT 3'    
Endoglucanase - Rumal_05052 CP002403.1 F 5' GGGGCTATCACTATTCTGATCC 3' 96 52ºC 1 Step 
  R 5' CCCAGTAAGCATCGTCAACTAC 3'    
Xilanase - XynB2 Z35226.1 F 5’ CTACATGAAGGACAGCGTTACC 3’ 115 50ºC 2 Step 
  R 5’ GGATCTGTAGCCCTCGATATTC 3’    
Xilanase - XynD2 S61204.1 F 5’ GGATACTACGAGTGCTCAATGC 3’ 87 52ºC 1 Step 
  R 5’ GTTATCGTCAGACGGACCTGTA 3’    
β-D-xilosidase/α-L-
arabinofuranosidase - XylB2 

M55537.2 F 5’ AGCTTGGGACGAGAGACATT 3’ 102 52ºC 1 Step 
 R 5’ GTCCATCTCCACCTCATCAGT 3’    

Xilanase - Xyn10D-fae1A U53926.1 F 5’ TGCCATGTAACCTCAAGCTGAC 3’ 94 52ºC 1 Step 
  R 5’ CACTTACCTGAACCAGAACCGG 3’    
Amilase - Amy3 U04956.1 F 5’ GCTCAGGAAAGCTTCCAAAC 3’ 115 52ºC 1 Step 
  R 5’ GGCAAGTCCAGCCTATACAGT 3’    
α Amilase - αAmy3 AB000829.1 F 5’ TACAAAGACGCGACAGTGACTG 3’ 115 52ºC 1 Step 
  R 5’ TGCCACGTTCAATCATTGCAAC 3’    
Maltose-6'-phosphate 
Glucosidase - glvA3 

AP012292.1 F 5’ TTGCCCATGAAGTTCAGGTAGC 3’ 113 52ºC 1 Step 

  R 5’ TCTCCAAGGATAACCGCAACG 3’    
Protease - WS03524 BX571658.1 F 5’ ATGAGCCCAAACCCTTTGTTGT 3’ 115 52ºC 1 Step 
  R 5’ TCAAAAGAGGTGACGCGAACAT 3’    
Protease - WS21224 BX571662.1 F 5’ AGGCCAATGTGCTCAATGTGAT 3’ 97 52ºC 1 Step 
  R 5’ TGGGCATCCTTGAGACTCATCT 3’    
Metil coenzima M redutase 
subunidade α - McrA5 

FJ943958.1 F 5’ CCATGGAGCAGTACGAACAGT 3’ 109 54ºC 2 Step 
 R 5’ GTACCGATGGAACAGGTCAGA3’    

Metil coenzima M redutase, 
componente A2 - atwA5  

NZ_CP008746.1 F 5’ACGGAGAGGTAGTCAAGGAAGG 3’ 102 54ºC 2 Step 
 R 5’ GCTCCCCAACCATGACATTCTT 3’    
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A nutrição animal representa uma área importante nos sistemas de produção e sua 

associação com outras áreas de pesquisa vem melhorando a compreensão de como os animais 

se adaptam a múltiplas condições. O manejo nutricional e a dinâmica dos microrganismos que 

habitam o rúmen estão diretamente relacionados e refletem no desenvolvimento e 

produtividade animal, assim estudar a funcionalidade desse ecossistema tem se tornado mais 

relevante nos últimos anos. 

A funcionalidade do rúmen foi estudada por meio da caracterização da expressão 

gênica de algumas enzimas produzidas pelos principais grupos de microrganismos. Para isso, 

é importante o uso de uma metodologia de extração de material genético apropriada às 

condições experimentais. O método testado de extração de RNA total (WANG et al., 2011), 

resultou em concentrações satisfatórias do mesmo, no entanto, não foi observado efeito 

significativo (P>0,05) de classe sexual ou níveis de alimentação para esses resultados (Tabela 

3). 

 

Tabela 3 - Concentrações de RNA total (µg/mL) de conteúdos ruminais sólido e líquido de 
cordeiros da raça Morada Nova de diferentes classes sexuais submetidos a níveis de 
alimentação distintos. 

Conteúdo 
Classes sexuais Níveis de alimentação 

EPM 
P-valor 

MI MC F Ad libitum R30% R60% CS NA CSxNA 
Sólido 371,51 466,60 351,05 432,86 407,01 356,12 28,59 ns ns ns 
Líquido 453,99 359,68 353,23 335,73 442,48 384,76 18,15 ns ns ns 
MI: machos inteiros; MC: machos castrados; F: fêmeas. R30%: restrição alimentar em 30%; R60%: restrição 
alimentar em 60%. CS: classes sexuais. NA: níveis de alimentação. EPM: erro padrão da média. ns: não 
significativo. 
 

Em sua pesquisa, Wang et al. (2011) avaliaram e validaram protocolos para 

extração de material genético oriundo de bovinos, no entanto, sabendo-se das diferenças 

fisiológicas entre as espécies de ruminantes, no presente estudo, testamos a eficiência do 

referido protocolo em ovinos, já que poucas são as metodologias propostas para essas 

espécies. O protocolo foi de fácil execução, no entanto, algumas alterações foram necessárias, 

como um aumento nas quantidades de amostras de líquido ruminal e das microesferas de 

vidro utilizadas para facilitar o rompimento celular. 

Foram obtidas concentrações de RNA total maiores as descritas por Berá-Maillet 

et al. (2009), Kang et al. (2009) e Wang et al. (2011) e semelhantes as relatadas por Piao et al. 

(2013). Essas variações podem estar relacionadas com algumas particularidades entre os 

estudos citados, como por exemplo, as diferentes espécies de ruminantes usadas como modelo 
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nos estudos, as diferenças entre os manejos alimentares, a biomassa de microrganismos 

presente nas amostras e os procedimentos de coleta. 

Na análise da expressão gênica das enzimas envolvidas na fermentação 

microbiana, nem todos os genes selecionados apresentaram amplificações satisfatórias, com 

amplificação dos genes que codificam β-D-xilosidase/α-L-arabinofuranosidase (XylB), 

xilanase (Xyn10D-fae1A), amilase (Amy) e metil coenzima M redutase subunidade α (mcrA), 

sendo amplificados, assim como, os constitutivos: 27F/1492R e 842F/806R, adotados para a 

normalização dos dados segundo a média de seus valores de expressão gênica (Tabela 4). 

Não houve interação (P>0,05) entre os efeitos testados, tampouco, influência 

significativa das classes sexuais sobre os dados de expressão gênica. Já os níveis de 

alimentação influenciaram a expressão das enzimas que degradam as frações celulolíticas dos 

alimentos (P<0,05), nas amostras do conteúdo ruminal sólido e líquido (Tabelas 4). Na fração 

sólida, o manejo de alimentação restrita contribuiu com a redução nos níveis de expressão 

gênica para XylB, em que as menores médias foram observadas nos animais do grupo sob 

restrição de 60% (R60%). Para as amostras oriundas da fração líquida, a expressão gênica 

também foi reduzida em função da restrição alimentar, com o gene XlPr menos expresso nos 

animais pertencentes ao grupo R30% (Figura 6). 

 

Tabela 4- Fold-change dos genes que codificam enzimas microbianas produzidas no 
rúmen de cordeiros da raça Morada Nova de diferentes classes sexuais submetidos a 
níveis de alimentação distintos. 

Variação de expressão dos genes no conteúdo sólido 

Genes 
Níveis de alimentação EPM P-valor 

R30% R60%  NA 
XylB -4,36b -6,56ab 0,68 * 
Amy -2,03 -2,99 0,52 ns 
mcrA 1,8 2,4 0,08 ns 

Variação de expressão dos genes no conteúdo líquido 

Genes Níveis de alimentação EPM P-valor 
R30% R60%  NA 

Xyn10D-fae1A -4,89b -3,69ab 0,27 * 
Amy -2,75 -1,27 0,32 ns 

Xylb: β-D-xilosidase/α-L-arabinofuranosidase; Xyn10D-fae1A: Xilanase; Amy: amilase; mcrA: metil-
coenzima-M redutase subunidade α. NA: níveis de alimentação. R30%: restrição alimentar em 30%; 
R60%: restrição alimentar em 60%. EPM: erro padrão da média. abDiferença estatística relacionada ao 
grupo de alimentação ad libitum pelo teste Dunn(*P<0,05). ns: não significativo. 
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Figura 7 - Fold-change dos genes que codificam enzimas microbianas encontradas nas 
frações sólida (A) e líquida (B) do conteúdo ruminal de cordeiros da raça Morada Nova, 
de diferentes classes sexuais submetidos a níveis de alimentação distintos. 

Fonte: Autoria própria. 
mcrA: metil-coenzima-M redutase subunidade α; XylBf (XylB): β-D-xilosidase/α-L-arabinofuranosidase; 
Amy: amilase; XlPr (Xyn10D-fae1A): Xilanase. 30%: restrição alimentar em 30%; 60%: restrição 
alimentar em 60%. 

 

O ambiente ruminal é composto por uma diversidade de microrganismos e sugere-

se que esse microbioma tenha cerca de 100 vezes mais genes que o próprio organismo do 

animal hospedeiro (McSWEENEY; MACKIE, 2012), o que pode dificultar a identificação de 

moléculas específicas produzidas nesse ambiente em meio a um “pool” tão diversificado de 

transcritos. O período de jejum que os animais foram submetidos em função dos 

procedimentos de abate também pode ter contribuído com a menor disponibilidade da maioria 

dos genes alvos e favorecido, consequentemente, a identificação de transcritos que codificam 

enzimas com atividade sob moléculas recalcitrantes: celulose e hemicelulose, como 

observado. 

Outra provável explicação para a pouca alteração nos valores de expressão gênica 

pode estar relacionado com a capacidade de adaptação dos microrganismos ruminais. Mesmo 

com toda diversidade populacional e variedade em suas inter-relações, o ecossistema ruminal 

é capaz de se reajustar em resposta a diferentes alterações impostas (EDWARD et al., 2008). 

Essa característica é justificada evolutivamente, tendo em vista que os ruminantes e sua 

microbiota evoluíram juntos a fim de se adaptarem às circunstâncias ambientais (LEY et al., 

2008). Com isso, torna-se importante a utilização de recursos genéticos de boa adaptabilidade 

às condições sazonais adversas (COSTA et al., 2013). 

A dieta consumida pelos animais é reconhecidamente um fator que influencia 

diretamente na composição e, consequentemente, na atividade microbiana. Nas regiões 

tropicais, por exemplo, o manejo alimentar é fundamentado, principalmente, em alimentos 

volumosos de origem nativa, que apresentam características nutricionais variáveis durante o 
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ano e tem os carboidratos fibrosos como a maior fonte de energia para os animais. Como 

mostrado em outros estudos, a restrição alimentar favorece a retenção da digesta por mais 

tempo no trato digestório e acredita-se que esse fato aconteça como uma alternativa de 

maximizar o aproveitamento dos nutrientes e priorizar a manutenção do animal (PEREIRA et 

al., 2018; CAMPOS et al., 2020). No entanto, como apontam nossos resultados, 

provavelmente, esse maior aproveitamento não está associado a uma maior produção de 

enzimas microbianas, já que houve uma redução na expressão gênica dessas enzimas, 

sugerindo a necessidade de se buscar suplementação alimentar para os animais criados a pasto 

em épocas de escassez. 

A análise das interações das proteínas pelo STRING 11.5, apresentada na figura 7 

e nas tabelas apresentadas no material suplementar, mostram que a β-D-xilosidase coocorre 

com todas as 10 proteínas apresentadas na análise. A pectinesterase, N aminogalacturonil 

hidrolase, xilana-1,4-beta xilosidase e alfa-arabinofuranosidase (que pertence à família das 

glicosil hidrolase 43, como a β-D-xilosidase) são frequentemente observadas na vizinhança 

genômica. As duas últimas proteínas listadas são frequentemente mencionadas juntas e 

apresentam homologia com β-D-xilosidase. Todas essas proteínas estão envolvidas na 

degradação das hemiceluloses. 

A xilanase interagiu com a família da glicosil hidrolase 43 (glicosil hidrolase, 

arabinoxilano arabinofurano hidrolase, xilano-1,4-beta-xilosidase/alfa-n- arabinofuranosidase, 

arabinano-endo-1,5-alfa-1-arabinosidase) e xilanase de extremidade redutora de 

oligossacarídeos, que também são glicosil hidrolases (família 8). Esse componente é uma 

hemicelulose, um polissacarídeo que contém resíduos de xilose, encontrados na parede celular 

das plantas. A xilanase e a β-D-xilosidase apresentaram menor expressão gênica em função da 

restrição alimentar e estão envolvidas na degradação de hemiceluloses. O primeiro tem 

atividade endoxilanase em substratos de xilana, produzindo principalmente xilobiose, mas não 

pode hidrolisar a xilobiose em xilose. Esta função é realizada pela β-xilosidase 

(SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). Assim, a restrição quantitativa de alimentos pode 

reduzir a eficiência alimentar dos cordeiros. 
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Figura 8. Análise in silico da interação de proteínas das enzimas codificadas por genes-alvo 
do rúmen de cordeiros Morada Nova. 

 
 

  
 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: STING (2022). 
As proteínas foram analisadas com o software STRING. A pesquisa de interação foi definida com confiança 
“média”. A cor da linha diferente representa os tipos de evidência para a associação. (   ) Coexpressão; (   ) 
experimentos; (   ) coocorrência; (   ) mineração de texto; (   ) banco de dados e (   ) homologia. As enzimas 
analisadas foram: (A) β-D-xilosidase (SHH66839.1); (B) xilanase (xyn10D); (C) α-amilase (Rumal_2093); (D) 
Subunidade alfa de metil-coenzima-m-redutase (mcrA). 
 

Os carboidratos não fibrosos e os açucares solúveis são também componentes 

importantes na dieta dos animais, sendo digeridos, principalmente, por enzimas produzidas 

por microrganismos amilolíticos. Além dos fatores discutidos, uma redução na expressão 

gênica da enzima amilolítica observada, pode estar relacionada também com a menor 

proporção do alimento concentrado na ração dos animais, já que a relação 

volumoso:concentrado foi de 60:40. 

As interações observadas com da α-amilase envolveram proteínas relacionadas às 

vias de amido e sacarose como α-glucano fosforilase (uma importante enzima alostérica no 

metabolismo de carboidratos) e glicogênio/amido α -glucano fosforilase; pululanase; ciclo 

maltodextrinase, NAD(P)H-hidrato desidratase dependente de ADP e 4-alfa-

(B) (A) 

(C) (D) 
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glucanotransferase. A α-amilase e as enzimas que interagiram com ela, neste estudo, estão 

envolvidas nos processos metabólicos do glicogênio, com as atividades da α -glucano 

fosforilase e oligossacarídeos sintase, participando das vias metabólicas do amido e da 

sacarose. 

De acordo com Fernando et al. (2010), Streptococcus bovis, uma das principais 

espécies bacterianas fermentadores dos componentes citados, são menos abundantes no rúmen 

de animais alimentados com dietas de elevado teor de forragem ou quando estes passam por 

um processo adequado de adaptação a dietas ricas em grãos. E de modo contrário, essas 

espécies se tornam mais abundantes quando a participação dos grãos é bastante acentuada ou 

em animais pouco adaptados, resultando muitas vezes, na ocorrência de distúrbios 

metabólicos como acidose ruminal. 

A atividade da enzima metanogênica também foi observada através da expressão 

do gene mcrA, indicando também atuação dos microrganismos metanogênicos, mesmo com 

expressão similar para os efeitos testados. Em seu estudo, Janssen e Kirs (2008) apontaram 

que esse mesmo gene pode ser utilizado como marcador molecular para investigação da 

atividade metanogênica pelos bons resultados de amplificação e por codificar uma proteína 

que catalisa a etapa final no processo de formação do metano entérico. Corroborando com 

esses dados, temos a interação entre o mcrA e as proteínas encontradas na análise do 

interactoma, representada pela genômica de vizinhança e coocorrência (Figura 7). Eles 

desempenham papéis nos mesmos caminhos, ou seja, catalisando a clivagem redutiva da 

metil-coenzima M que resulta na produção de metano. 

A manipulação da microbiota ruminal via alterações no manejo nutricional são 

relatados em várias pesquisas a fim de reduzir a produção de metano no rúmen, haja vista, que 

esses microrganismos podem causar perdas de aproximadamente 12% de energia, o que em 

condições de déficit alimentar prejudicaria ainda mais a manutenção animal, podendo também 

interferir na atividade reprodutiva e no alcance do peso de abate (ZHOU et al., 2011). Uma 

das vertentes dessa manipulação envolve a alimentação restrita, como mostra Lima et al. 

(2016) em seu estudo com cabras Aglo Nubianas restritas em níveis de 15 e 40%. 

Em contrapartida, as bactérias metanogênicas também auxiliam na manutenção do 

ambiente ruminal através da utilização dos íons de hidrogênio, favorecendo a sobrevivência 

de outros microrganismos e promovendo a eficiência da fermentação ruminal (HOOK; 

WRIGHT; McBRIDE, 2010). Em situações de menor quantidade de alimento, um ambiente 

ruminal com as condições preservadas é importante para a manutenção e atividade da 

microbiota, que como observado nos resultados obtidos por Campos et al. (2020), aumentou o 
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aproveitamento dos nutrientes nos animais mantidos sob restrição alimentar. Desse modo, 

nesse estudo, a restrição quantitativa de alimentos, não foi estratégia interessante para 

diminuir os efeitos da metanogênese. 

A utilização de ferramentas provenientes de múltiplas áreas de pesquisa tem sido 

importante na caracterização do ecossistema ruminal, principalmente, a cerca da 

funcionalidade desse microbioma. Nesse quesito, a expressão gênica tem sido uma 

metodologia bastante promissora na investigação da digestão de nutrientes específicos. No 

entanto, como algumas técnicas, requer mais estudos e adaptações. Em uma investigação mais 

completa acerca desse ecossistema, uma abordagem conjunta entre a composição e atividade 

dos microrganismos resultaria em resultados mais abrangentes. Para isso, as análises 

metagenômicas podem agregar mais informações, apesar de representar uma técnica mais 

laboriosa, onerosa, e com maior quantidade de dados para se avaliar (ZHOU et al., 2011). 

Assim, acredita-se que a expressão gênica pode contribuir com informações relevantes sobre a 

dinâmica ruminal e seus efeitos no hospedeiro, o que auxiliaria no planejamento para melhor 

conservação dos recursos genéticos, aumento e otimização da produtividade dos ruminantes. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A extração de RNA total requer procedimentos adequados às condições 

experimentais, após modificações e validações a partir do protocolo original adotado, obteve-

se uma metodologia satisfatória para utilização em amostras originárias de pequenos 

ruminantes, como os ovinos. 

Dos efeitos testados, apenas os diferentes níveis de alimentação alteraram a 

expressão gênica das enzimas aqui avaliadas, produzidas por bactérias no ambiente ruminal, 

em que a restrição alimentar promove uma redução na expressão dessas enzimas, em especial, 

das que são responsáveis pela degradação dos compostos hemicelulolíticos presentes nos 

alimentos. 

Como prospecções futuras acerca da caracterização de espécies ovinas nativas do 

nordeste brasileiro, essencialmente, em relação aos processos digestivos que facilitam o 

aproveitamento da vegetação local, a inclusão da metagenômica poderá agregar mais 

informações sobre a diversidade de microrganismos presentes no rúmen desses animais e as 

modificações dessas populações diante de alterações no manejo alimentar. 
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APÊNDICE A - TABELAS SUPLEMENTARES COM AS INTEREÇÕES IN SILICO ENTRE AS PROTEÍNAS DAS ENZIMAS 
CODIFIADAS POR GENES-ALVO DO RÚMEN DE CORDEIROS MORADA NOVA. 

 
Table 5. Predicted functional partners for protein beta- D-xylosidase (SHH66839.1). 

Predicted 
functional partners  Neighborhood Gene 

fusion Cooccurence Coexpression Experiments Databases Textmining 
 [Homology] Score 

SHH66470.1 Lysophospholipase L1 *         0.712 
SHH04335.1 Glycosyl hydrolases 

family 43;         0.648 
SHI19981.1 Pectinesterase         0.633 
SHI11811.1 Lysophospholipase L1         0.629 
SHI43444.1 Endo-1,4-beta-xylanase         0.620 
SHI51560.1 Unsaturated 

rhamnogalacturonyl 
hydrolase 

        0.611 

SHH85703.1 alpha-N-
arabinofuranosidase         0.604 

SHH66803.1 Xylan 1,4-beta-xylosidase         0.560 
 SHI93370.1 alpha-N-

arabinofuranosidase         0.560 
 SHI93411.1 Glycosyl hydrolase family 

67 N-terminus         0.556 
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Table 6. Predicted functional partners for protein xylanase (xyn10D). 

 

Predicted functional 
partners  Neighborhood Gene 

fusion Cooccurence Coexpression Experiments Databases Textmining [Homology] Score 

PRU_0081 Putative alpha-
glucuronidase; 

        0.806 

 PRU_2702 Arabinoxylan 
arabinofuranohydrolase 

        0.772 

PRU_2747 annotation not available         0.771 
PRU_2597 Xylan 1,4-beta-

xylosidase/alpha-n-
arabinofuranosidase 

        0.764 

PRU_2597 Gligosaccharide 
reducing-end xylanase;        

 0.757 

 PRU_2701 Arabinan endo-1,5-
alpha-l-arabinosidase        

 0.727 

PRU_2607 Uncharacterized 
protein         0.706 

 PRU_2063 Arabinoxylan 
arabinofuranohydrolase 

        0.704 

  PRU_2744 Glycosyl hydrolase         0.699 
  PRU_2729 Conserved hypothetical 

protein         0.697 
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Table 7. Predicted Functional Partners for protein α-amylase (Rumal_2093). 
Predicted functional 
partners  Neighborhood Gene 

fusion Cooccurence Coexpression Experiments Databases Textmining 
 [Homology] Score 

Rumal_0466 Glycogen/starch/alpha-
glucan phosphorylase*         0.977 

Rumal_2782 Glycogen/starch/alpha-
glucan phosphorylase*         0.976 

glgA Glycogen/starch 
synthase, adp-glucose 
type• 

        0.975 

Rumal_1847 Glycogen/starch 
synthase, adp-glucose 
type• 

        0.974 

 Rumal_2061 Alpha amylase catalytic 
region#         0.966 

 Pullulanase Pullulanase, type i#         0.962 
 4-alpha-

glucanotransferase 
TIGRFAM: 4-alpha-
glucanotransferase         0.928 

 Rumal_2105 Cyclomaltodextrinase 
/maltogenic alpha-
amylase/neopullulanase 

        0.925 

 nnrD Adp-dependent nad(p)h-
hydrate dehydratase         0.828 

 Rumal_0250 TIGRFAM: glucose-1-
phosphate 
adenylyltransferas 

        0.823 

* Phosphorylase is an important allosteric enzyme in carbohydrate metabolism; •Synthesizes alpha-1,4-glucan chains using ADP-glucose;  
# Belongs to the glycosyl hydrolase 13 family. 
 



 
57 

Table 8. Predicted functional partners for protein: methyl-coenzyme-m-reductase alpha subunity (mcrA). 

 

Predicted functional 
partners  Neighborhood Gene 

fusion Cooccurence Coexpression Experiments Databases Textmining [Homology] Score 

 mcrG annotation not 
available 

     
 

  0.999 

 mcrB annotation not 
available 

        0.999 

 mcrC annotation not 
available 

        0.996 

 mcrD annotation not 
available 

        0.993 

 mtrD Tetrahydromet
hanopterin s-
methyltransfer
ase subunit d 

     
 

 

 

0.943 

 mtrC Tetrahydromet
hanopterin s-
methyltransfer
ase subunit c 

       

 

0.942 

 mtrE Tetrahydromet
hanopterin s-
methyltransfer
ase subunit e 

       

 

0.942 

 atwA2 annotation not 
available 

        0.922 

 mtrH annotation not 
available 

        0.919 

 mtrA2 Tetrahydromet
hanopterin s-
methyltransfer
ase subunit a 

        

 

0.901 
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