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Resumo

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos da combinagéo da
suplementacao de lisina e metionina sobre o desempenho produtivo e expressao de
genes relacionados com o crescimento muscular em alevinos de tilapia do Nilo.
Trezentos e trinta e seis alevinos foram distribuidos aleatoriamente em 16 caixas.
Foram elaboradas quatro dietas. Os peixes alimentados com as dietas
suplementadas com lisina e metionina apresentaram maior peso corporal e taxa de
crescimento especifico. JA& o0s peixes alimentados com dieta com lisina,
apresentaram maior taxa de eficiéncia proteica em comparagdo aos peixes
alimentados com as outras dietas. O indice hepatossomatico e a gordura corporal
foram menores nos peixes alimentados com as dietas com metionina, e
lisina+metionina em comparacdo aos peixes alimentados com a dieta controle.
Peixes alimentados com a dieta lisina+metionina apresentaram maior nivel de
expressdo de mRNA da MyoD. Conclui-se que, a suplementacdo combinada de
lisina e metionina melhora o desempenho produtivo e aumenta a expressao de
MRNA de MyoD e miogenina.

Introducao

As dietas com a utilizacdo de vegetais veem sendo usadas para buscar equilibrio
ecolégico das exploracfes insustentaveis da farinha de peixe a partir dos recursos
naturais. Utilizar ingredientes bem balanceados e nutritivos € prioridade na
aquicultura para melhorar o desempenho do crescimento, a reproducao e a saude
dos peixes. Porém, a utilizacdo de ingredientes vegetais pode ser limitada pela
ocorréncia de fatores nutricionais e deficiéncia de energia e nutrientes. A lisina e a
metionina sdo o0s primeiros aminoacidos limitantes no milho e na soja. Aminoacidos
cristalinos tém sido utilizados para determinar os requerimentos de aminoacidos e
melhorar o valor nutritivo de dietas para peixes carnivoros e nao carnivoros (NUNES
et al., 2014).

A suplementacdo com lisina e metionina melhora o ganho de peso, a eficiéncia
alimentar e a composicao corporal dos peixes. Além disso, dietas mais sustentaveis
podem ser consideradas pela suplementacao de lisina e metionina devido a melhora
na utilizacdo da proteina na dieta (YUA et al., 2016). Portanto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo dietética de lisina e metionina como
estratégia de alimentacdo, na expressdo de genes relacionados ao crescimento
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muscular e ao desempenho de crescimento em alevinos de tilapia do Nilo
alimentadas com fontes proteicas de origem vegetal.

Material e Métodos
Foram elaboradas quatro dietas com base em farelo de milho, gliten de milho e
farelo de soja como principais fontes proteicas suplementadas ou ndo com lisina
e/ou metionina. Sendo elas, sem suplementacédo de lisina e metionina (controle),
suplementada com lisina, suplementada com metionina e suplementada com lisina e
metionina.
O experimento foi conduzido no Laboratério de Aquicultura da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, PR, durante 8 semanas. Trezentos e trinta e seis
alevinos de tilapia do Nilo foram distribuidos aleatoriamente em 16 caixas. Os peixes
foram alimentados até a saciedade aparente. Os parametros de qualidade da agua
foram monitorados diariamente.
Ao final do experimento, todos os peixes foram mantidos em jejum por 24 h,
anestesiados, eutanasiados, contados e pesados para a determinacdo do ganho de
peso, conversao alimentar, taxa de eficiéncia proteina e sobrevivéncia. Trés peixes
por aquario foram coletados para expressao de genes relacionados ao crescimento
muscular e mais trés peixes foram coletados para determinar o indice
hepatossomatico. A composicao corporal foi determinada de acordo com 0 método
padrao (AOAC, 1995). A umidade foi determinada por secagem em estufa até peso
constante. O lipideo bruto (CL) foi determinado pelo método de extracdo com éter
utilizando um extrator Soxhlet (Tecnal, TE-044, Piracicaba, SP, Brasil). A proteina
bruta (PB) (N x 6,25) foi determinada pelo método de Kjeldahl (Tecnal, MA-036,
Piracicaba, SP, Brasil) apds hidrélise acida. A cinza foi determinada pela combustéo
em forno de mufla; Os perfis de aminoacidos das dietas foram determinados por
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) (Hitachi, Toquio, Japéo).
Foram coletadas amostras de muasculo branco dorsal com aproximadamente 1,0 cm
atras do arco branquial. O RNA total foi extraido de amostras musculares de trés
peixes por aquario, usando o TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. A integridade do RNA extraido foi
observada por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com SYBR Safe (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA). As amostras de RNA foram
guantificadas usando o NanoDropTM 2000 (Thermo Fishcer Scientific) a 260 nm de
absorvéncia.
A sintese de cDNA foi realizada a partir de 2 pg de RNA total utilizando o kit de
cDNA (Applied Biosystems Life Technologies), de acordo com o protocolo do
fabricante. A Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real Quantitativo (QRT-
PCR) foi realizada em um termociclador StepOneTM Sistema de PCR em Tempo
Real Applied BiosystemsTM (Applied Biosystems Life Technologies).
Os parametros foram calculados desse modo: Taxa de crescimento especifico (% /
dia) = 100 x [In peso final (g) - In peso inicial (g)] / duracdo experimental (dias);
Consumo de racdo = racdo seca consumida (g) / numero de peixes; Relacdo de
conversdo alimentar = alimento seco consumido (g) / ganho de peso (g); Relacdo de
eficiéncia proteica = ganho de peso corporal (g) / consumo proteico (g); indice
hepatossomatico (%) = 100 x peso do figado (g) / peso corporal (g); Sobrevivéncia
(%) = 100 x numero de peixes no final da experiéncia / nUmero de peixes no inicio
da experiéncia.

Os dados foram apresentados como média + SEM e sujeitos a analise de
variancia (ANOVA) para testar os efeitos das dietas utilizando o pacote estatistico
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SPSS (versédo 13.0; SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA). Teste de Tukey’s com nivel de
significancia de P <0,05 foram usados para comparar as médias de tratamento.

Resultados e Discusséo

Peixes alimentados com a combinacdo de lisina e metionina apresentaram maior
peso corporal final e crescimento que peixes alimentados com outras dietas.
Entretanto, ndo houve diferencas entre o peso corporal final e a taxa de crescimento
entre peixes alimentados com lisina e metionina. Nado apresentou diferencas no
consumo de ragdo e sobrevivéncia entre todos os tratamentos. A relagdo de
eficiéncia protéica foi significativamente melhor em peixes alimentados com a dieta
suplementada com lisina. A taxa de eficiéncia proteica foi significativamente melhor
nos peixes alimentados com a dieta suplementada com lisina em comparacdo as
outras dietas. Os peixes alimentados com a dieta controlem apresentaram menor
taxa de eficiéncia proteica. O indice hepatossomatico foi menor em peixes
alimentados com metionina isolada e com dietas combinadas de lisina e metionina.
A umidade do corpo inteiro, a proteina bruta e a cinza n&o foram afetada. Entretanto,
0s peixes alimentados com metionina e dietas combinadas de lisina e metionina
mostraram reducgéo dos teores de lipidios brutos na composic¢ao corporal.

A expressdo do mRNA de MyoD e miogenina foi afetada pelos tratamentos
dietéticos avaliados. Contudo, a expressao de miostatina no mRNA néo foi afetada
pela suplementacéo de lisina, metionina ou metionina e lisina combinadas. O nivel
de expressdao de mMRNA em peixes alimentados com a dieta controle foi menor do
gue o observado na dieta suplementada com lisina e metionina. Entretanto, nao
foram observadas diferencas nas dietas isoladas de lisina e metionina. A expressao
de RNAmM da miogenina foi maior em peixes alimentados com dieta com lisina e
metionina, compara com as outras dietas. No entanto, a expressdo de miogenina
nas dietas controle e suplementadas com lisina nédo foi afetada. Do mesmo modo, a
expressao da miostatina nao foi afetada pelos tratamentos dietéticos avaliados.

No presente estudo, a lisina e a metionina mostraram sua importancia na elaboracéo
de dieta balanceada para alcancar o maximo desempenho de crescimento para
peixes. Entretanto, os peixes alimentados com a dieta combinada de lisina e
metionina apresentaram um melhor crescimento em comparacdo com 0S peixes
alimentados com dietas suplementadas com lisina e metionina.

A lisina e metionina sdo os primeiros aminoacidos limitantes em milho e farelo de
soja. Devido a presenca limitante, os requisitos de lisina na dieta foram
determinados com base na proteina de milho e / ou coprodutos, enquanto a
exigéncia de metionina foi determinada utilizando soja e coprodutos como principal
fonte de proteina (WANG et al., 2005; ZHOU et al., 2010).

Poucos estudos foram feitos para avaliar os efeitos da combinacdo da
suplementacao de lisina e metionina para tilapia do Nilo alimentados com dietas de
todos os vegetais. Neste estudo, farinha de glaten de milho foi usada para reduzir os
teores quantitativos de lisina, porém, esse ingrediente é rico em metionina e
ocasionou uma menor deficiéncia quantitativa de metionina na dieta controle, em
comparacao com a observada para a lisina.

O uso de aminoécidos cristalinos na alimentagdo aquatica tem sido amplamente
utilizado para determinar as exigéncias de lisina e metionina em peixes.

No presente estudo, a umidade corporal total e o teor de proteina ndo foram
afetados pelos tratamentos dietéticos avaliados. No entanto, o indice
hepatossomatico e os lipidios corporais foram afetados pela suplementagéo de lisina
e metionina, semelhante ao observado em dietas a base de plantas alimentadas

’ Universidade
UZPG 1SS 1676:0093 propesp

PAO-REITORIA DE PESQUISA
E POS-GRADUAGAD



> °
/\ XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
L V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

¥

com bacalhau-do-Atlantico suplementadas com aminoacidos cristalinos. (HANSEN
et al., 2011).

No presente trabalho, as expressbes de MyoD, miogenina e miostatina foram
afetadas pelos tratamentos dietéticos. Até o momento, esta é a primeira mencao de
experimento avaliando a expressao de genes relacionados ao crescimento muscular
de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas combinadas de lisina e
metionina. Os peixes alimentados com dieta suplementada com lisina e metionina
aumentaram a expressao dos niveis de miogenina em comparacdo com peixes
alimentados com outras dietas, indicando alta taxa de proliferagcdo celular e
diferenciacdo relacionada ao processo ativo hiperplasico e hipertréfico no
crescimento muscular (LEVESQUE et al., 2007).

Conclusdes

A combinagéao de lisina e metionina afetou na melhora do desempenho produtivo, no
aumento da expressdo de mRNA de MyoD miogenina, com reducdo no contetdo de
gordura corporal de alevinos de tilapias do Nilo.
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