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1. INTRODUCAO

A exploragdo comercial das codornas de corte ap0s a modernizagdo da
producdo animal encontra-se em expansao. Novos estudos levaram a percepcao de
que nao s6 alguns nutrientes sdo essenciais, mas que suas quantidades especificas
também sdo muito importantes (MUTCH et al., 2005). Caracteristicas produtivas
como taxa de ganho de peso diario e composicdo do ganho de peso (proteina e
gordura) também sao influenciadas por outros mecanismos biolégicos além da
alimentacdo. Entre estes, estdo os hormonios relacionados ao crescimento, como o
fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) e o receptor do hormdnio do
crescimento (GHR).

A composicao nutricional da dieta pode influenciar a fisiologia e a expressao
de vérios genes, tornando as aves mais ou menos eficientes em converter os
alimentos em crescimento corporal. A metionina é o primeiro aminoacido limitante
para codornas de corte, devido a composicdo dos alimentos utilizados em suas
dietas e em funcdo da grande exigéncia das aves por este aminoacido para
deposicao de musculos e penas.

Muitos estudos avaliaram a influéncia da suplementacdo de metionina
(FERREIRA et al., 2012) sobre o desempenho de codornas de corte . Entretanto,
poucos foram realizados mostrando a influéncia da metionina ou de outros nutrientes
sobre a expresséo génica.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressao génica do
IGF-I e do GHR no figado e musculo do peito em codornas de corte, durante duas
geracbes de selecdo, alimentadas com dietas em diferentes niveis de
suplementacdo de metionina.

2. METODOLOGIA

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Ensino e Experimentacéo
Zootécnica Prof. Dr. Renato Rodrigues Peixoto, do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Pelotas, sendo aprovado pelo comité de ética (CCEA 2618-
2014).0 experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualisado,
dividido em duas etapas. A primeira (G1), com trés tratamentos de cinco repeticdes
cada, onde o primeiro tratamento (G1T1) refere-se a dieta basal (controle), sem



‘—.}J‘:J\JQDS XVII| ;m’eﬁywwwwygimm:m

INIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

adicdo de metionina industrial, fornecendo um teor de metionina+cistina digestivel
de 0,67% aos animais. O segundo (G1T2) teve a inclusdo de DL-metionina,
atendendo as exigéncias da espécie nesta fase, cuja suplementacdo forneceu
0,84% de metionina-cistina digestivel; e o terceiro (G1T3), instituido com 20% a mais
de suplementacdo de metionina, com um total de 1,04% de metionina+cistina. A
segunda etapa (G2) contou com cinco tratamentos de cinco repeticdes cada, onde o
primeiro tratamento (G2T1) foi composto por filhas da G1T1 recebendo a dieta
basal; o segundo (G2T2) consistiu de filhas da G1T2 com suplementacéo de
metionina atendendo as exigéncias da espécie; o terceiro (G2T3) de filhas da G1T3
recebendo 20% a mais de suplementacdo de metionina; o quarto (G2T4) composto
por filhas da G1T2 recebendo a dieta basal e o quinto (G2T5) de filhas da G1T3,
recebendo também a dieta basal.Em todo periodo experimental as aves tiveram livre
acesso a agua e racao. A dieta, composta a base de milho e farelo de soja,
apresentou 20,0% de PB e 2.900 de EM durante todo o periodo experimental. As
ragOes isonutritivas foram formuladas de acordo com Rostagno et al. (2011), com
excecao dos niveis de metionina + cistina. Ao final do periodo experimental, oito
animais de cada tratamento foram eutanasiados e os tecidos do figado e peito
(Pectoralis superficialis) coletados e armazenados em RNA Holder® (BioAgency
Biotecnologia, Brasil) a -20°C, até o momento da extracdo de RNA. Destes, quatro
de cada tratamento foram utilizados para as anélises de expressao génica.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad
CA, USA), na proporgéo de 1 mL para cada 100 mg de tecido. Todos os materiais
utilizados foram previamente tratados com inibidor de RNase - RNase AWAY®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

A concentracdo total de RNA foi mensurada usando um espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 260 nm e a pureza medida pela razdo 260/280 nm. A
integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etidio e visualizado em luz ultravioleta.

Para sintese do cDNA, foi utilizado o kit SuperScripptTM Il First-Strand
Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) de acordo com as normas do
fabricante.As analises de PCR em tempo real foram realizadas em equipamento Bio-
Rad CFX Real-Time Thermocycler (Hercules, CA, USA) utilizando o fluoréforo
SYBR® Green (Invitrogen).

Os primers utilizados nas reagbes foram desenhados pelo programa Perl
primer v1.1.21 de acordo com as sequéncias dos genes GHR e IGF-l1 depositados
no site www.nchi.nlm.nih.gov . Para controle endégeno foi usado o gene [-actina.

A quantificacéo relativa da expressao diferencial (QR) foi calculada utilizando
o0 método de comparacdo de CT (comparative threshold cycle method) (Livack e
Schimittgen, 2001), utilizando-se a equacdo QR = 2¢O método 2% foi
utilizado para as analises onde as diferencas entre os grupos foram testadas usando
o teste t-Student para dados ndo pareados (SAS, 2000). Todos os dados foram
expressos na forma de médiatDP, considerando-se diferencas significativas para
valores de P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Restricbes de nutrientes na dieta materna causam grande impacto na
metilacdo do DNA de genes importantes ou de regides génomicas durante o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

S D) XVIILENCONTRO DE POS-GRADUACAC
| }‘J‘l:fJ "JG)C (VIIEENCONTRO DE POS-GRADUACAG

INIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

desenvolvimento fetal, resultando em um efeito aparente posterior (BIDLACK,
RODRIGUEZ, 2012). Neste estudo observou-se que no terceiro tratamento, onde as
duas geracOes receberam metionina além da exigéncia nutricional para esta fase, a
expressao génica ndo diferiu dos outros tratamentos. Porém, no quinto tratamento,
onde apenas a primeira geracdo recebeu maior suplementacdo houve uma
expressdo significativamente maior do GHR tanto no musculo como no figado e
também do IGF-1 no musculo (Tabela.1). O IGF-1 no figado no tratamento quatro,
onde as aves receberam conforme as exigéncias somente na primeira geragao,
também apresentou maior expressao génica comparado com o tratamento dois que
era 0 seu controle, onde as aves receberam a suplementagdo da metionina
conforme as exigéncias nas duas geracdes. Este resultado complementa a
afirmacdo de FERREIRA et al. (2012), que observaram reducdo do consumo
alimentar a partir do nivel 0,96% de suplementacdo de metionina, devido ao fato de
que a metionina em excesso torna-se toxica para as aves . A metionina tem sido
relatada como o aminoacido mais toxico para aves quando ingerido em excesso
(GRIMINGER, FISHER, 1968). Grande concentragdo de metionina também causa a
diminuicdo do crescimento e da ingestdo da dieta a niveis de trés a quatro vezes
abaixo do exigido. Seu excesso sofre oxidacdo que resulta na producéo do sulfato,
levando a uma acidose metabdlica. Esta, por sua vez, pode contribuir para uma
variedade de problemas nas aves, como baixa mineralizacdo 6ssea e diminui¢do da
espessura da casca (KLASING, 1998).

Tabela 1. Resultados da quantificagéo relativa de expressdo do RNA mensageiro
dos genes GRH e IGF-1 em tecidos de musculo e figado de codornas de cortes, as
amostras foram coletadas aos 42 dias

T1* T2 T3 T4 TS5 Prob
GRH-M! 1+0b 0,35+0,32b 1,51+0,37b 0,90+0,60b 3,21+1,92a 0,0058
GRH-F? 1+0b 0,35+0,19b 0,15+0,06b 0,89+0,54b 3,29+2,61a 0,0146
IGF1-M* 1+0b 0,16+0,08b 1,34+1,07b 0,89+0,53b 4,14+3,21a 0,0208
IGF1-F2 1+0b 0,48+0,12b 2,97+0,47a 2,84+1,06a 3,97+1,26a <0,0001

**Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de t ao nivel de 0,05

*Na quantificacao relativa do RNAmensageiro o Tratamento 1 tem média 1 e desvio padrdo 0 * Masculo 2 Figado

Neste estudo, como pode-se observar na Tabela 2 apesar dos tratamentos
gue receberam uma maior suplementacao de metionina terem uma maior expressao
do IGF-1, isto ndo interferiu significativamente no crescimento das aves. Porém,
observa-se que as aves que nunca receberam metionina na dieta, tiveram um pior
ganho de peso. Os resultados estdo de acordo com PINTO et al. (2003) que
também n&o observaram efeito dos aminoacidos sulfurosos sobre o peso final em
codornas de postura. Nos niveis estudados ndo foi observada diferenca nas
variaveis consumo alimentar e conversdo alimentar. Estes resultados s&o
corrobados com os encontrados por FERREIRA et al., (2012), que também nao
encontraram influéncia dos niveis de metionina+cistina total em codornas de corte
sobre a conversao alimentar.
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Tabela 2. Resultados de ganho de peso, consumo alimentar e conversao alimentar
dos 21 aos 42 dias de idade em codornas de corte, na segunda geracgéo, nos cinco

tratamentos
T1 T2 T3 T4 T5 Prob
GP(9) 159,07+41,31a 170,34+32,99a 173,23+33,44a 177,07+40,43a 169,50+31,57a 0,0539

Consumo(g) 26,02+4,40a 27,31+4,06a 28,46+2,06a 28,28+5,68a 28,71+3,47a 0,6784

CA(9/9) 3,86+0,54a 3,34+0,60a 3,86+0,59a 3,67+0,48a 3,85+0,29a 0,2111

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de t ao nivel de 0,05;

GP(g) : ganho de peso nos dias de experimento. CA: conversao alimentar

4. CONCLUSOES

A metionina interfere positivamente na expressao génica, principalmente
gquando uma maior suplementacdo for utilizada apenas nas matrizes. Apesar da
expressdo dos genes ter sofrido essa influéncia, ndo foi observado diferenca no
consumo alimentar, converséao alimentar e peso das aves.
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