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Apresentacao

A presente publicacao visa relatar os principais resultados de projetos
de pesquisa da Embrapa Suinos e Aves, finalizados no ano de 2008. O
objetivo desta publicacdo é prestar contas das nossas acdes de
pesquisa e de construir uma memdria técnica desta Unidade.

No caso especifico desta publicacdo, sao apresentados resultados de
seis projetos, os quais atendem demandas do setor produtivo em
diversas areas: aproveitamento de residuos agroindustriais; remocao de
nitrogénio visando o tratamento de dejetos suinos; gendmica para
caracteristicas de producao, qualidade de carcaca e resisténcia a
coccidiose em aves; controle biolégico de Sa/monella enteritidis em
frangos e controle de celulite em frangos.

Os relatérios dos projetos estdo subdivididos em introducao, objetivos,
resultados e discussao, tecnologias geradas e consideracdes finais, a
fim de facilitar a compreensao e o entendimento dos resultados dos
projetos executados pela Embrapa Suinos e Aves.

Arlei Coldebella
Editor
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Utilizacao do flotado industrial de
frigorifico na producao de farinha
mista suina destinada ao uso em
racdes para frangos de corte e
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Utilizacao do flotado industrial de frigorifico na producéo de farinha mista suina
destinada ao uso em racdes para frangos de corte e suinos

Introducéo

No Brasil as cadeias de frango de corte e de suinos sdao bem
organizadas, promovendo uma producao em torno de 12 milhdes de
toneladas de carne por ano, sendo 9 milhdes de carne de frango e 3
milhdes de carne suina.

Nos frigorificos, em decorréncia dos procedimentos utilizados no abate
animal, processamento da carcaca e producao de derivados

alimenticios, verifica-se a producao e descarte de grande quantidade de

residuos. Apresentando elevado grau de perecibilidade, esses residuos
necessitam de cuidados especiais quanto ao destino final, a fim de
prevenir sua decomposicao e, desta forma, a geracao e proliferacao de
agentes contaminantes, os quais se constituem numa ameaca a
preservacao da biosseguranca e do meio ambiente.

Os residuos da atividade frigorifica de aves e suinos podem ser
classificados da seguinte forma:

1. Subprodutos ndo comestiveis: esta categoria de residuos inclui,
principalmente visceras, 6rgaos, sangue, 0ssos, penas, aparas de carne
e de gordura. Em conformidade com a Instrucdao Normativa N° 34, de
28 de maio de 2008 - MAPA, os “subprodutos ndo comestiveis”, por
meio de processamento térmico, sao transformados em farinha animal,
destinada a producao de racao. No Brasil, estima-se uma producao em
torno de 4 milhdes de toneladas de farinha animal por ano,
representando uma importante fonte de proteina e energia para a
indUstria de racdo, em complemento ao milho e farelo de soja.

2. Efluentes liquidos: sdo constituidos basicamente pela dgua remanescente

da utilizacdo na atividade frigorifica (abate animal, processamento de
carcaca e derivados alimenticios), que carreia os residuos de sangue,
aparas de carne e de gordura, fragmentos de visceras e de 0ssos, entre
outros. No Brasil, considerando apenas os frigorificos de aves e suinos,
estima-se uma producdo em torno de 160 milhdes de m® de “efluentes
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liqguidos” /ano. Estes efluentes, paralelamente a sua geracdo, sdo
conduzidos através de tubulacdo até uma central de processamento,
onde, por meio de floculacdo e flotacdo, sdo separados em duas fases: a
fase que contém os sélidos flotados, sob forma de “lodo” e, a fase
liquida propriamente dita.

A fase liquida, segue para tratamento complementar em lagoas
facultativas, sendo apds liberada ao meio ambiente, via corpos d’agua
perene, com observancia na legislacdo ambiental vigente.

Por outro lado, a fase dos sélidos flotados carece de destino adequado,
se opondo a pratica usual de despejo em aterro sanitario, predispondo
biomas a contaminacdes quimica e microbiolégica, o que compromete a
preservacao da saude publica e do meio ambiente como um todo. Uma
alternativa reside na centrifugacao dos sélidos flotados, eliminando o
excesso de agua e concentrando nutrientes, o que resulta num
composto organico com valor nutricional a ser investigado, sendo
denominado de Flotado Industrial de Frigorifico. Estima-se potencial
para uma producao em torno de um milhao de toneladas de Flotado
Industrial de Frigorifico por ano.

Considerando que, tanto os “subprodutos ndo comestiveis”, como o
Flotado Industrial de Frigorifico, sdo derivados da atividade frigorifica e
que, o processamento dos “subprodutos ndao comestiveis” resulta na
producao de farinha animal, entdo, pressupde-se que o Flotado
Industrial de Frigorifico pode ser incorporado aos “subprodutos nao
comestiveis” no processo de producao de farinha animal.

Ressalta-se que a indUstria de racao necessita de ingredientes em
complementacao ao milho e ao farelo de soja, principalmente nos
periodos de entressafra, de modo que a farinha animal representa uma
excelente opcao.
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Objetivo geral

Avaliar a inclusdo de 10% de Flotado Industrial de Frigorifico na
producado de Farinha Mista Suina e subsequente utilizacao nas racées
para aves e suinos, considerando o desempenho zootécnico e a
seguranca da carne.

Objetivos especificos

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Determinar a composicdo em nutrientes do Flotado Industrial de
Frigorifico e da Farinha Mista Suina produzida com e sem a inclusao de
10% de Flotado Industrial de Frigorifico;

Verificar a presenca de contaminantes quimicos (metais pesados,
residuos de pesticidas e bifenilas policloradas) no Flotado Industrial de
Frigorifico e na Farinha Mista Suina produzida com e sem a incluséo de
10% de Flotado Industrial de Frigorifico;

Verificar a presenca de contaminantes microbiolégicos no Flotado
Industrial de Frigorifico e na Farinha Mista Suina produzida com e sem a
inclusdo de 10% de Flotado Industrial de Frigorifico;

Determinar o valor da energia metabolizavel da Farinha Mista Suina
produzida com e sem a inclusdo de 10% de Flotado Industrial de
Frigorifico, para aves e suinos;

Verificar o efeito da utilizacdo de racdo contendo Farinha Mista Suina
produzida com e sem a inclusdo de 10% de Flotado Industrial de
Frigorifico, sobre o desempenho e caracteristicas de carcaca de aves e
suinos;

Verificar a presenca de residuos de contaminantes quimicos na carne de
aves e de suinos, alimentados com racdo contendo Farinha Mista Suina
produzida com e sem a inclusdo de 10% de Flotado Industrial de
Frigorifico.

19
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Resultados e discussao

Composicao em nutrientes do flotado industrial de
frigorifico

Observou-se no Flotado Industrial de Frigorifico um consideravel valor
em nutrientes (1), expresso, principalmente, por proteina bruta
(44,03%), extrato etéreo (32,74%), célcio (1,03%), fésforo (1,03%),
além de um excelente perfil de aminoacidos essenciais, sendo
comparavel ao perfil de aminoacidos do farelo de soja com 45% de
proteina bruta. Estes resultados evidenciaram o potencial para a
inclusdo do Flotado Industrial de Frigorifico no processo de producao de
Farinha Mista Suina. Observou-se, ainda, um elevado teor de ferro
(2.511 mg/kg). Porém, considerando uma inclusdo de 10% do Flotado
Industrial de Frigorifico na producao de Farinha Mista Suina, com igual
nivel de inclusdo da Farinha na racédo, o Flotado Industrial de Frigorifico
estaria contribuindo com apenas 25,1 mg/kg no teor de ferro da racéo.

Sendo o nivel dietético toleravel de ferro para suinos de 3.000 mg/kg,
descarta-se qualquer possibilidade de intoxicacao devido ao ferro
proveniente do Flotado Industrial de Frigorifico. Além disso, nao foi
detectado efeito significativo (p>0,05) de lote de producao (dia e
turno), sobre a composicao de nutrientes do Flotado Industrial de
Frigorifico, indicando a eficadcia do controle da qualidade do processo
de producao.

Contaminantes quimicos no flotado industrial de
frigorifico e na farinha mista suina produzida com e
sem flotado industrial de frigorifico

No Flotado Industrial de Frigorifico e na Farinha Mista Suina produzida
com e sem a inclusdo de 10% de Flotado Industrial de Frigorifico, foi
avaliado a presenca dos seguintes contaminantes:

1. Metais pesados: arsénio, cAdmio, chumbo e mercurio.
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2. Pesticidas: hexaclorobenzeno, alfa-BHC, beta-BHC, lindano, heptaclor,
aldrin, dieldrin, endrin, 4,4-DDT (p,p-DDT), metoxichlor,
methylparathion, parathion, clordano, mirex, ethion andlogos O: e etil
malation.

3. Bifenilas policloradas (PCBs): tricloro bz 28, tetracloro bz 52, pentacloro
bz 101, pentacloro bz 118, hexacloro bz 153, hexacloro bz 138,
heptacloro bz 180 e PCBs total. Nao foi detectada presenca destes
contaminantes no Flotado Industrial de Frigorifico, nem na Farinha Mista
Suina com e sem Flotado Industrial de Frigorifico (3).

Pondera-se, para qualquer situacdo considerada, que o limite de
deteccdo do método analitico utilizado foi inferior ao limite maximo de
residuo permitido, para o respectivo contaminante, conforme consta na
legislacdo. Concluiu-se que o Flotado Industrial de Frigorifico e a
Farinha Mista Suina produzida com e sem a inclusdo de 10% de
Flotado Industrial de Frigorifico, sdo in6cuos com relacao aos
contaminantes estudados.

Contaminantes microbioldgicos no flotado industrial de
frigorifico e na farinha mista suina produzida com e
sem flotado industrial de frigorifico

No Flotado Industrial de Frigorifico e na Farinha Mista Suina produzida
com e sem a inclusao de 10% de Flotado Industrial de Frigorifico, foi
avaliado a presenca de contaminagao microbiolégica por Sa/monella
sp., Clostridium perfringens e Enterobacteriaceas. Considerando o
Flotado Industrial de Frigorifico “in natura”, foi detectado nivel de
contaminacdo acima do limite toleravel apenas para Clostridium
perfringens. Entretanto, quando o Flotado Industrial de Frigorifico foi
incluido nos “subprodutos ndao comestiveis” e esta mistura foi
processada termicamente para producdo da Farinha Mista Suina com
Flotado Industrial de Frigorifico, a referida contaminacao deixou de
existir. Ademais, nao foi observada qualquer contaminacao
microbiolégica da Farinha Mista Suina, independente da inclusao do
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Flotado Industrial de Frigorifico (2). Sob o ponto de vista de
contaminacao por Salmonella sp., Clostridium perfringens e
Enterobacteriaceas, evidenciou-se a inocuidade da Farinha Mista Suina
produzida sem e com Flotado Industrial de Frigorifico.

Composicao em nutrientes da farinha mista suina
produzida com e sem flotado industrial de frigorifico
Por meio de analises laboratorial foi determinada a composicdo em
nutrientes da Farinha Mista Suina produzida com e sem a inclusdo de
10% de Flotado Industrial de Frigorifico. Foi detectada diferenca
significativa (p <0,05) entre as duas farinhas apenas para proteina
bruta, arginina e ferro (4, 5), sendo que a Farinha Mista Suina sem
Flotado Industrial de Frigorifico apresentou maior teor de proteina bruta
(48,96 vs 47,23%) e arginina (3,32 vs 3,22%) e menor teor de ferro
(678 vs 929 mg/kg). Estas diferencas foram devidas ao
desbalanceamento dos referidos nutrientes no produto final, em funcao
de seus diferentes teores no Flotado Industrial de Frigorifico e na
Farinha Mista Suina convencional (sem Flotado Industrial de Frigorifico).
Contudo, a composicado de nutrientes da Farinha Mista Suina,
independente da inclusdo do Flotado Industrial de Frigorifico, foi
semelhante a composicao que se verifica na literatura para uma farinha
convencional.

Energia metabolizavel da farinha mista suina produzida
com e sem flotado industrial de frigorifico, para aves
O valor de energia metabolizavel aparente corrigida (EMAc) da Farinha
Mista Suina produzida com e sem a inclusdo de 10% de Flotado
Industrial de Frigorifico, para aves, foi determinado através de
experimento de metabolismo “in vivo” com frangos de corte, sendo
utilizado o método de coleta total de excretas. Os valores de EMAc
para a Farinha Mista Suina produzida com e sem Flotado Industrial de
Frigorifico, foram de 2.564 e 2.578 kcal/kg, respectivamente, ndo
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sendo detectada diferenca significativa (p=0,7883) (4). Desta forma,
pode-se considerar como EMAc, para ambas as Farinhas, o valor médio
de 2.571 kcal/kg.

Energia metabolizavel da farinha mista suina produzida
com e sem flotado industrial de frigorifico, para suinos
O valor de energia metabolizavel aparente corrigida (EMAc) da Farinha
Mista Suina produzida com e sem a inclusdao de 10% de Flotado
Industrial de Frigorifico, para suinos, foi determinado através de
experimento de metabolismo “/in vivo” com suinos na fase de
crescimento-terminacao, sendo utilizado o método de coleta total de
fezes e urina e 6xido férrico como marcador fecal. Os valores de EMAc
para a Farinha Mista Suina produzida com e sem Flotado Industrial de
Frigorifico, foram de 2.849 e 2.781 kcal/kg, respectivamente, ndo
sendo detectada diferenca significativa (p=0,5785) (5). Desta forma,
pode-se considerar como EMAc, para ambas as farinhas, o valor médio
de 2.815 kcal/kg.

Utilizacao da farinha mista suina produzida com e sem
flotado industrial de frigorifico em dietas para frangos
de corte: efeito sobre o desempenho, caracteristica de
carcaca e residuos na carne

Foi conduzido um experimento com frangos de corte de 1 a 42 dias de
idade, para avaliar o efeito da utilizacdo de dietas contendo Farinha
Mista Suina produzida com e sem Flotado Industrial de Frigorifico,
sobre o desempenho, caracteristica de carcaca e residuos quimicos na
carne das aves. Foram avaliadas trés dietas (D) com oito repeticoes de
30 aves por boxe, sendo: D1 = Testemunha, a base de milho e farelo
de soja, suplementada com minerais e vitaminas; D2 = Ildem D1, com
10% de Farinha Mista Suina sem Flotado Industrial de Frigorifico; D3 =
Idem D1, com 10% de FCO com Flotado Industrial de Frigorifico.
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Nao foi detectado efeito significativo (p>0,05) das dietas
experimentais, sobre o consumo de racao, ganho de peso e conversao
alimentar (6). Exceto pelo rendimento de peito que foi maior (p<0,05)
para as aves que receberam a dieta testemunha, nao foi detectado
efeito significativo (p>0,05) das dietas experimentais, sobre as demais
caracteristicas de carcaca: pesos de carcaca, de pés, de gordura
abdominal, de coracao, de figado, de moela, alem dos rendimentos de
carcaca, de peito, de coxa + sobrecoxa, de asas e de dorso (8).
Também nao foi detectada presenca de qualquer residuo quimico no
figado, musculo e gordura abdominal dos frangos (7), considerando:

1. Metais pesados: arsénio, cddmio, chumbo e mercurio;

2. Pesticidas: hexaclorobenzeno, alfa-BHC, beta-BHC, lindano, heptaclor,
aldrin, dieldrin, endrin, 4,4-DDT (p,p-DDT), metoxichlor,
methylparathion, parathion, clordano, mirex, ethion andlogos O: e etil
malation);

3. PCBs: tricloro bz 28, tetracloro bz 52, pentacloro bz 101, pentacloro bz
118, hexacloro bz 153, hexacloro bz 138, heptacloro bz 180 e PCBs
totais.

Concluiu-se que a Farinha Mista Suina produzida com a inclusao de
10% de Flotado Industrial de frigorifico, pode ser utilizada nas ragées
para frangos de corte, mantendo otimizados o desempenho zootécnico,
a seguranca da carne e as caracteristicas de carcaca das aves,
comparados com a utilizacdo da Farinha Mista Suina sem Flotado
Industrial de Frigorifico.

Utilizacao da farinha mista suina produzida com e sem
flotado industrial de frigorifico em dietas para suinos:
efeito sobre o desempenho, caracteristica de carcaca e
residuos na carne

Foi realizado um experimento com suinos na fase de crescimento-
terminacao (29,53 aos 99,11 kg), para avaliar o efeito da utilizacdo de
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dietas contendo Farinha Mista Suina produzida com e sem Flotado
Industrial de Frigorifico, sobre o desempenho, caracteristica de carcaca
e residuos quimicos na carne dos animais. Foram avaliadas trés dietas
(D) com 10 repeticoes de um animal na baia, sendo: D1 = Testemunha,
a base de milho e farelo de soja, suplementada com minerais e
vitaminas; D2 = Idem D1, com 10% de Farinha Mista Suina sem
Flotado Industrial de Frigorifico; D3 = Idem D1, com 10% de Farinha
Mista Suina com Flotado Industrial de Frigorifico.

Nao houve efeito significativo (p>0,05) das dietas experimentais,
sobre o consumo de racao, ganho de peso, conversao alimentar, peso
da carcaca, rendimento de carcaca, profundidade de lombo, espessura
de toucinho e rendimento de carne (9). Também nao foi detectada
presenca de qualquer residuo quimico no figado, musculo e gordura
intrabdominal dos animais, considerando: metais pesados, pesticidas e
PCBs (10).

Concluiu-se que a Farinha Mista Suina, independente da inclusao de
10% de Flotado Industrial de Frigorifico, pode ser utilizada nas racdes
de suinos na fase de crescimento-terminacdo, sem prejudicar o
desempenho, caracteristicas de carcaca e seguranca da carne.

Tecnologias geradas

Conhecimento sobre a composicao de nutrientes e valor energético da
Farinha Mista Suina produzida com a inclusdo de 10% de Flotado
Industrial de Frigorifico, para aves e suinos.

Viabilidade da utilizacdo da Farinha Mista Suina produzida com a
inclusdo de 10% de Flotado Industrial de Frigorifico”, nas racdes para
frangos de corte e suinos na fase de crescimento-terminacao.
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Consideracdes finais

A efetiva utilizacao das referidas tecnologias pelo setor produtivo, fica
na dependéncia de reconhecimento oficial, por parte do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA. Neste contexto, o
Flotado Industrial de Frigorifico passaria a integrar as matérias primas
(subprodutos ndao comestiveis) para a producao de farinha animal, com
observancia no Regulamento Técnico da Inspecao Higiénico-Sanitario e
Tecnolégica do Processamento de Residuos de Animais”, que constam
da Instrucdo Normativa n°® 34, de 28 de maio de 2008 do MAPA.

Desta forma, além de se agregar valor as cadeias de frangos de corte e
suinos, se estaria contribuindo para a preservacao da biosseguranca e
do meio ambiente.
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Introducao

No Brasil a maioria dos casos de salmonelose em humanos sao
causados por Sa/monella (S.) Enteritidis fagotipo (PT) 4, cuja principal
forma de transmissao é o consumo de carne de frango e ovos
contaminados pela bactéria. Apesar dos continuos esforcos com
biosseguridade nas granjas de aves, a prevaléncia de S. Enteritidis PT4
ainda é elevada em frangos de corte. Com a tendéncia mundial de
reduzir o uso de antimicrobianos em animais de producao ha um
aumento no interesse por métodos alternativos de controle da bactéria
na avicultura, dentre os quais se incluem os bacteriéfagos liticos (BL),
gue podem ser vidveis para controle biolégico de S. Enteritidis.

Trés BL previamente isolados pela Embrapa Suinos e Aves,
denominados CNPSA 1, CNPSA 3 e CNPSA 4, apresentaram acao
sobre S. Enteritidis PT4 e reduziram a bactéria no intestino de frangos
infectados em condicdes experimentais (Fiorentin et al., 2005). Estes
BL possuem morfologia de cabeca e cauda, genoma DNA dupla fita e
sdo genotipicamente distintos entre si (Fiorentin et al., 2004). Para
aprimorar a tecnologia de uso destes BL é necessério aprofundar os
estudos de atuacao /n-vivo, bem como obter maior caracterizacao
visando a seguranca do produto que é administrado de forma
terapéutica as aves. Este projeto teve o objetivo de contribuir para
viabilizar uma tecnologia de uso desses BL para controle biolégico de
S. Enteritidis PT4 em frangos de corte.

Objetivos

e Determinar a eficiéncia dos bacteriéfagos liticos na reducdo da contagem
de UFC (unidades formadoras de colbnias) de S. Enteritidis PT4 no ceco
de frangos de corte infectados.

e Ampliar a caracterizagcdo genotipica e fenotipica dos bacteriéfagos
liticos.
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Resultados e discussao

A eficiéncia do tratamento com BL na reducao de S. Enteritidis PT4 no
ceco de frangos de corte foi avaliada em diferentes fases de
crescimento de aves SPF infectadas pela via oral no primeiro dia de
vida com uma amostra de referéncia da bactéria. Para avaliacao do
tratamento na fase inicial de crescimento, foi realizada a contagem
inicial de UFC/g de conteldo cecal no 5° dia de vida (-6 pés-
tratamento, pt), seguida da separacao das aves em grupo controle
(infectado) e tratado (infectado e tratado com BL). O grupo tratado
recebeu a dose de 10° unidades formadoras de placa (UFP) de cada BL
diluida na 4gua de beber, administrada do 6° ao 10° dia de vida. A
contagem de UFC no contelido cecal foi realizada nas aves de ambos
os grupos nos dias 1, 4, 7 e 10 pt. O tratamento com BL na fase final
de crescimento dos frangos foi também avaliado em aves infectadas no
1° dia de vida, as quais foram mantidas em contato até o 31° dia de
vida, quando foi realizada a contagem inicial de UFC/g de conteldo
cecal, seguida da separacao das aves em grupo controle (infectado) e
tratado. O grupo tratado recebeu o tratamento com BL entre 0 31° e
35° dia de vida. A avaliacdo da contaminacao por S. Enteritidis PT4 no
ceco foi procedida nos dias 1, 4, 7 e 10 pt.

Os resultados da avaliacao quantitativa de S. Enteritidis PT4 no ceco
das aves dos grupos controle e tratado na fase inicial de crescimento,
transformada em escala logaritmica, mostraram diferenca estatistica
entre a contagem inicial de UFC de S. Enteritidis PT4 no dia -6 pt em
relacdo aos demais dias pt (P<0,0001). Os BL foram efetivos na
reducdo de UFC/g de conteldo cecal, havendo menores contagens no
grupo tratado em relacao ao grupo controle em todos os dias pt
avaliados (Figura 1). No tratamento com BL aplicado na fase final de
crescimento dos frangos, houve diferenca significativa entre a
contagem inicial de UFC/g em relacao aos dias 4, 7 e 10 pt (P<0,05),
contudo nao ocorreu efeito de grupo, indicando que nao hé diferenca
entre o grupo tratado e controle (Figura 2). Na fase final de



Utilizacdo de bacteriéfagos no controle biolégico de Sal/monella Enteritidis em frangos 33

crescimento, a acao dos BL parece ser desfavorecida pela diminuicao
da concentracao de S. Enteritidis no ceco que ocorre nas semanas
seguintes a inoculacao das aves, sugerindo que os BL pesquisados pela
Embrapa Suinos e Aves atuam melhor frente a altas concentracdes da
bactéria.

=——t4—=Controle = O = Tratado

log(UFC/g)

0 T T T T T
-6 -3 0 3 6 9
Dias po6s-tratamento

Figura 1. Médias de UFC de S. Enteritidis PT4/ g de conteldo cecal em frangos
do grupo controle (S. Enteritidis) e tratado (S. Enteritidis + BL na fase inicial de
crescimento).

5 c ——Controle = 0= Tratado
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Figura 2. Médias de UFC de S. Enteritidis PT4/ g de conteudo cecal em frangos
do grupo controle (S. Enteritidis) e tratado (S. Enteritidis + BL na fase final de
crescimento).
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Com o objetivo de ampliar a caracterizagcdo genotipica e fenotipica dos
bacteriéfagos liticos, fragmentos de DNA amplificados por RAPD que
foram especificos de cada BL (Figura 3) foram purificados, clonados e
sequenciados. Foram identificados 375, 499 e 435 nucleotideos dos BL
CNPSA 1, CNPSA 3 e CNPSA 4, respectivamente, os quais foram
comparados a sequéncias de DNA de bacteriéfagos disponiveis no
GenBank. As sequéncias obtidas dos BL CNPSA nao apresentaram
homologias significativas com sequéncias de DNA de outros fagos.
Contudo, as maiores similaridades foram identificadas frente a
sequéncias de bacteriéfagos da ordem Caudovirales de genoma DNA
dupla fita (Tabela1), confirmando que os BL isolados pela Embrapa
Suinos e Aves pertencem a ordem Caudovirales. Este resultado também
sugere gque estes BL nao foram previamente descritos.

Tabela 1. Principais similaridades identificadas entre sequéncias de DNA dos
bacteriéfagos liticos CNPSA e de outros bacteriéfagos.

CNPSA 1  Fago cs-t

Myoviridae EMBL: 66,7

Clostridium botulinum tipo C APO08983

Fago Lv-1

Siphoviridae EMBL: 65,4

Lactobacillus jensenii EU871039

Bacteriofago K1F

Podoviridae EMBL: 61.8

Escherichia coli DQ111067 !
CNPSA 3 Bacteriéfago 187

Siphoviridae EMBL: 65,9

Staphylococcus aureus AY954950

Profago de Campylobacter EMBL:

Campylobacter jejuni 60,8

ampylobacter jeju EF694684

Fago P-SSM2

Myoviridae EMBL: 59 8

Prochlorococcus AY939844 '

Continua...
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Tabela 1. Continuacao...

CNPSA 4

Os fragmentos de DNA selecionados de cada BL para sequenciamento sdo indicados. M, marcador de

Gene alt do Fago T4
Myoviridae
Enterobacteriacea

Fago Xop411
Siphoviridae
Xanthomonas oryzae

Fago EL
Myoviridae
Pseudomonas aeruginosa

Fago phiEco32
Podoviridae
Escherichia coli

M CNPSA1

Foto: Clarissa S.L. Vaz

tamanho molecular (/adder 100 pb).

Figura 3. Perfis de RAPD obtidos dos BL (CNPSA 1, 3 e 4).

Por outro lado, a investigacao da estabilidade /n vivo dos BL é

CNPSA3

EMBL:
X156811

EMBL:
DQ777876

EMBL:
AJ697969

EMBL:
EU330206

CNPSA4

78,6

75,0

72,9

72,3

fundamental para garantir a eficiéncia e a seguranca de uso dessa
tecnologia de controle bioldgico. Peptideos e DNA obtidos do poo/

35
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contendo os 3 BL foram analisado por SDS-PAGE e AFLP modificado,
respectivamente, antes do fornecimento as aves e apds a passagem
pelo trato gastrointestinal dos frangos. O poo/ contendo 3X107 UFP/mL
de cada BL foi administrado na dgua de beber do 3° ao 6° dia de vida
das aves e suabes de cloaca foram coletados de todas as aves nos 7°,
10°, 13° e 16° dias de vida para reisolamento dos BL. Foram
identificados peptideos predominantes, cujo principal apresentou 50
KDa, os quais provavelmente correspondem a proteinas estruturais dos
BL (Figura 4). O perfil de peptideos dos BL nao apresentou alteracdes
apo6s a passagem pelo trato intestinal das aves. A analise genotipica por
AFLP também nao identificou alteracées nos BL durante a permanéncia
no trato gastrointestinal das aves (Figura 5), e confirmou a identidade
dos fagos administrados as aves e reisolados dos suabes de cloaca.
Embora os BL analisados individualmente apresentem gendétipos
distintos, os perfis de SDS-PAGE foram semelhantes entre os BL,
confirmando que as principais proteinas estruturais de bacteriéfagos
tendem a ser conservadas. Alteracdes sofridas pelos BL durante a
passagem pelo trato gastrointestinal das aves podem interferir na
capacidade de lise, o que poderia ter sido detectado por alteracdes no
perfil de SDS-PAGE. A conservacao dos perfis genotipico e fenotipico
dos BL apds a passagem pelo trato intestinal sugere nao haver
alteracdes estruturais significativas nos BL durante sua permanéncia no
organismo das aves.
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Figura 4. Anélise por SDS-PAGE de peptideos dos BL ap6s passagem pelo trato
gastrointestinal dos frangos.
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1Ko

Foto: Clarissa S.L. Vaz

M, marcador (/adder 100 pb); 1, mix de BL antes da administracdo as aves; 2-5, mix de BL apés
passagem pelo trato intestinal das aves; 6, controle negativo (sem DNA).
Figura 5. Perfis de AFLP modificado obtidos do poo/ de BL antes e ap6s
passagem pelo trato gastrointestinal de frangos.

Um dos requisitos para o uso terapéutico dos BL é apresentar acao
especifica sobre diferentes linhagens da bactéria-alvo que circulam no
campo, sem no entanto afetar a flora normal das aves tratadas. O
efeito dos BL CNPSA foi analisado frente a S. Enteritidis PT4 isoladas
no Brasil, assim como outros fagotipos de S. Enteritidis que ocorrem no
pais e sorovares de Sa/monella de diferentes sorogrupos isolados de
aves. A especificidade foi também avaliada frente a outras espécies de
bactérias de importancia na avicultura, como Enterococcus,
Lactobacillus e Escherichia coli. Dentre os sorovares analisados, os BL
apresentaram acao sobre S. Enteritidis e S. Typhimurium (controle
positivo), tendo efeito sobre S. Enteritidis PT1, PT4a, PT6a, PT9, PT11
e sobre a maioria dos isolados PT4 testados, exceto sobre o PT6 (Alves
et al., 2009). Nao houve efeito sobre outras espécies de bactérias
testadas, dentre as quais Lactobacillus. Considerando a importancia de
Lactobacillus na flora das aves e sendo um género que muitas vezes
compoe formulacdes de exclusdao competitiva, o uso desses
bacteriéfagos liticos associado a exclusao competitiva pode ser uma
opc¢ao para potencializar a reducdo de S. Enteritidis no trato intestinal
de frangos.
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Tecnologias geradas

A execucdo deste projeto resultou na padronizacdo das metodologias
para manutencao e amplificacao laboratorial dos BL, e de uso
terapéutico do poo/ de BL em frangos infectados por S. Enteritidis.

Consideracdes finais

Os resultados obtidos até o momento comprovam que os bacteriéfagos
liticos isolados pela Embrapa tém acao especifica sobre Sa/monella e
sdo capazes de reduzir o nimero de UFC mas nao a um nivel
satisfatério para a industria, o que nao inviabiliza o aperfeicoamento da
tecnologia por meio de novas iniciativas de pesquisa, buscando
melhorar sua eficiéncia. Contudo, uma tecnologia de uso de BL que
apresente indices satisfatérios de reducio de S. Enteritidis em aves, de
forma seguranca, e cuja producao seja industrialmente e
financeiramente viavel, nao deve ser esperada a curto prazo. Apesar
disso, o0 uso de bacteriéfagos para controle biolégico da bactéria vem
sendo recebido com interesse, tendo sido desenvolvido neste projeto o
trabalho vencedor do Prémio Lamas 2009 de Ciéncia e Tecnologia
Avicolas na area de sanidade, o que é um estimulo a continuidade da
pesquisa.
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Introducao

A tematica ambiental tem ganhado corpo nas Ultimas décadas em
nossa sociedade face ao alto impacto que as mais distintas atividades
humanas tém causado sobre o ambiente, trazendo como conseqiiéncia
a exaustao de recursos naturais obrigando-nos a repensar o modelo de
desenvolvimento adotado. Dai, o conceito de sustentabilidade (social,
econdmica e ambiental) das mais diversas atividades estar ganhando
importancia no setor produtivo.

A Embrapa, que sempre se mostrou muito atenta e tem contribuido
substancialmente para a evolucao do agronegécio no Brasil, acredita
que a tematica ambiental deve estar sempre presente nas discussoes
referentes a evolucdo das atividades agropecuérias sendo inclusive uma
de suas metas de pesquisa, desenvolvimento e inovacao.

Dentro deste contexto, a criacao intensiva de suinos tem causado
grandes problemas ambientais em algumas regides do Brasil. Isto se
deve a alta concentracao de matéria orgénica e nutrientes nesta matriz
que, quando nao corretamente manejados e tratados, podem causar um
grande impacto sobre a biota do solo e 4gua. A producao e disposicao
destes dejetos em areas onde ndo se tem uma demanda por nutrientes
suficiente, tém causado a lixiviacao e percolacao de dejetos resultando
em determinadas regides altos indices de contaminacdo de nossos
recursos hidricos.

Um dos elementos de grande preocupacao no tratamento de efluentes
da suinocultura é o nitrogénio. Em fase aquosa, o nitrogénio esta
presente em varias formas e estados de oxidacao sendo as espécies de
maior relevancia, o nitrogénio orgéanico dissolvido e particulado, o
nitrogénio amoniacal (NHs/NHs*), nitrito (NO2) e nitrato (NOs3).

O nitrogénio amoniacal apresenta-se téxico para peixes e sua oxidacao
apresenta uma alta demanda de oxigénio (1 mg de NHs necessita de
4,6 mg de O2). Sob o ponto de vista de saude publica o nitrato pode
causar metahemoglobinemia fruto da reducdo do NOs a NO2z (por
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bactérias do trato intestinal) e consequente oxidacdo do Fe?* a Fe** da
hemoglobina, formando metahemoglobina que é incapaz de se ligar ao
02, impedindo assim as trocas gasosas no organismo humano. O
nitrito ainda pode se combinar com aminas secunddrias, provenientes
da dieta alimentar, formando nitrosaminas que apresentam sabido
poder mutagénico e carcinogénico.

Atualmente, o manejo mais comum aplicado aos efluentes produzidos
pela suinocultura consiste no armazenamento dos dejetos em
esterqueiras, eventualmente seguido de lagoas de estabilizacao, e
posterior distribuicdo no solo. Apesar das lagoas apresentarem uma
remocdao razodvel de carbono organico carbonaceo, o nitrogénio
permanece no efluente em concentracdes bastante elevadas,
necessitando de um pés-tratamento para atender aos padroes de
emissao de efluentes liquidos previstos na legislacdo ambiental
brasileira (resolucdo Conama 357, marco 2005).

Por muito tempo o limite de emissao de nitrogénio em corpos
receptores previsto na legislacado ambiental foi ignorado, tanto pelas
empresas poluidoras quanto pelos érgaos fiscalizadores, os quais
limitavam-se a observacao dos parametros relacionados com a
concentracdo da matéria organica, como a DBO e DQO. Retrato dessa
postura é a atual lacuna tecnolégica existente no pais na area de
remocdo de nutrientes de efluentes.

Particularmente, para remocao de nitrogénio, as dificuldades que se
colocam referem-se a tratamento biolégico de altas concentracdes
deste nutriente, tipicamente acima de 200 mg/L. Considerando que a
concentracao média de nitrogénio no efluente de dejetos suinos, apés o
tratamento anaerébio, permaneca em torno de 1.000 mg N total/L, uma
eficiéncia de 90 % de remocao de nitrogénio total ainda representa um
valor de 100 mg N/L no efluente final, muito acima dos exigidos pelas
leis ambientais.

Atualmente, novos processos estao sendo desenvolvidos justamente
para atender ao tratamento de efluentes com elevada concentracao
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deste poluente. Em alguns paises (Japao, Estados Unidos, Franca)
estes novos processos ja estdao sendo utilizados para o tratamento de
efluentes gerados pela criacdo de animais, caracteristicamente com
elevadas cargas de nutrientes.

Com base nas questdes acima abordadas, pode-se afirmar que o Unico
caminho para se chegar a niveis de nitrogénio compativeis com os
exigidos na legislacao ambiental é o estudo e o desenvolvimento de
tecnologias mais eficientes para o tratamento terciario de efluentes
desta natureza.

Objetivos

e Gerar tecnologias e praticas para a remocéao de nitrogénio em residuos
com alta carga deste nutriente visando sua aplicacdo aos efluentes de
suinocultura.

e Estudar, em testes cinéticos em batelada, a possibilidade de aplicacao
dos processos de remocao biolégica de nitrogénio em efluentes de
dejetos suinos.

e Estudar o estabelecimento do processo da oxidacdo anaerébia do ion
amonio (Anammox) em reatores de bio-discos rotatérios com efluentes
sintéticos com composicao semelhante ao de dejetos suinos previamente
tratados em reatores anaerébios (UASB).

e Estudar o estabelecimento do processo Sharon em reator de batelada em
seqliiéncia em efluentes sintéticos com composicao semelhante ao de
dejetos suinos previamente tratados em reatores anaerdbios.

e Caracterizar os processos microbiolégicos envolvidos na remocéao de
nitrogénio pela identificacdo dos microrganismos por técnicas de biologia
molecular.

e Estabelecimento de parametros dos processos de remocgao de nitrogénio
para a utilizacdo destes em escala semi-piloto e/ou piloto em dejetos de
suinos previamente estabilizados.

Resultados e discussao

Foram testadas varias tecnologias e configuracoes de reatores
(biodiscos, nitrificacao/desnitrificacao, anammox), para tratamento e
remocao de nitrogénio em efluentes da suinocultura.
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Os estudos realizados com reatores com biodisco se mostraram
eficientes para remocao de matéria organica. No entanto, os biodiscos
tiveram um crescimento excessivo de biomassa que causou o
entumescimento e desplacamento do material aderido ao meio suporte
(Figura 1). Isto causou problemas na remocéao de nitrogénio pelo
excesso de carbono e falta de alcalinidade do sistema.

Foto: Airton Kunz
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Figura 1. Biodiscos utilizados no estudo sem crescimento (esquerda) e apds o
crescimento da biomassa (direita).

A remocao de nitrogénio via nitrificacao/desnitrificacao apresentou
resultados bastante satisfatdrios e estaveis para remocao de nitrogénio
em efluentes da suinocultura com eficiéncias de remocao superiores a
70 % (Figura 2).

Nitrificante

Concentragao(mg/L)

Concentragao(mg/L)

Tempo(d)
tempo (d)

‘ * NH4 =NO3 ~NO2 ‘

‘0NH4 OINO3 4 NO2 & NH4 Dp+ o NH4 * NO3 ° pH

Figura 2. Remocéao de nitrogénio via nitrificacdo (RN) desnitrificacdo (RD) em
efluentes da suinocultura em um reator operado em escala de bancada.

O processo Anammox (do inglés anaerobic ammonium oxidation) foi
estabelecido no laboratério de experimentacao e analise ambiental
(LEAA) da Embrapa Suinos e Aves a partir da aclimatacdo de um lodo
proveniente de uma lagoa desativada. O reator (figura 3) passou a
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desenvolver atividade Anammox apés cerca de 60 dias, sendo possivel
remover altas cargas de nitrogénio (cerca de 2 Kg. m?®.d" de N). A
microbiota do reator em operacdao no LEAA foi caracterizada por
seqienciamento (figura 4), ampliagdo da regido 16s rRNA sendo
identificada uma nova espécie de microganismo com atividade
Anammox e caracterizada como Brasilis concordienses.

Foto: Airton Kunz

Figura 3. Reator ANAMMOX em escala piloto (2 L) com meio suporte sélido,
aclimatado com lodo de uma lagoa anaerdébia, em operacdo na Embrapa Suinos
e Aves.
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Figura 4. Dendograma da andlise filogenética realizada de amostras do lodo
com atividade ANAMMOX, ultilizando-se o prgrama MEGA 3.1.
depositadas no GenBank utilizando-se o programa ClustalW (versédo 1.83).
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Consideracdes Finais

Este projeto permitiu o desenvolvimento de competéncias e
experiéncias no tratamento avancado de efluentes da suinocultura. Dos
processos testados o que se revelou bastante robusto foi a remocao de
nitrogénio via nitrificacao e desnitrificacdo com possibilidade de rapido
aumento de escala (scale up).

O processo Anammox é bastante promissor com altas taxas de
remocdo de nitrogénio o que permite tracar cendrios de sistemas de
tratamento menores e mais eficientes, necessitando ainda de estudos
(em execucao) envolvendo a controlabilidade de processos em escala
real.
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qualidade da carcaca em aves

Apresentacao

O desenvolvimento deste projeto envolveu a execucdo de dois Planos
de Acao em um periodo de trés anos: a Analise de genes candidatos
para caracteristicas de producao e qualidade da carcaca, coordenado
pela Embrapa Suinos e Aves e o Mapeamento de QTL para
caracteristicas de producao e qualidade da carcagca em aves,
coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Lehmann Coutinho, da ESALQ/USP.
Nestes planos de acao, utilizaram-se estratégias distintas, que se
complementam, para atingir o objetivo fim do projeto, de identificar e
localizar no genoma da galinha, regides que contenham genes que
influenciam carateristicas de importancia para a avicultura. Essas
regides do genoma sao denominadas de QTLs, do inglés, Quantitative
Trait Loci, ou loci que controlam caracteristicas quantitativas, que sao
controladas por muitos genes. A maioria das caracteristicas de
producao, como por exemplo, ganho de peso, producao de ovos,
consumo alimentar e rendimento de peito sdao caracteristicas
controladas por muitos genes. A maioria dos genes que influenciam
essas caracteristicas nao sdao conhecidos e as estratégias utilizadas
neste projeto contribuem para a descoberta dos mesmos.

O primeiro plano de acao abrangeu diretamente o estudo de dois genes
envolvidos no metabolismo da gordura e no crescimento, visando a
caracterizacao desses genes, a identificacao de polimorfismos
(variacOes no genoma) e a associacao de polimorfismos com
caracteristicas de interesse na avicultura. Além da geracao de
conhecimento, este PA objetivou identificar marcadores moleculares’
nos genes estudados com potencial de uso na selecdo genética, de
forma a complementar os métodos convencionais de melhoramento.
Esta estratégia parte de genes conhecidos com base na fisiologia para
testar a associacao entre polimorfismo e caracteristica. O segundo
plano de acao consistiu de uma estratégia que utiliza o gendtipo de

' Marcadores moleculares: variagdes no genoma que podem ou nio causar efeito no fenétipo e servem para diferenciar
individuos. Dentre os marcadores moleculares mais Uteis no melhoramento animal estdo os SNPs (alteragdes de Unica
base), os microssatélites, as insergdes e as delegdes.
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marcadores moleculares microssatélites? posicionados ao longo do
genoma e os fen6tipos mensurados em um grande nimero de animais
para identificar, por meio de anélises estatisticas especificas, regides de
QTL associadas a caracteristicas de interesse. A partir dessas regides é
entao possivel reduzir o intervalo de busca por genes de interesse.

Cada um dos Planos de Acdo desenvolvidos sao abordados
separadamente nos capitulos a seguir. A execucao deste projeto
envolveu a participacao de instituicdes vinculadas a Rede de Gendmica
de Aves, principalmente a ESALQ/USP, a UNESP de Botucatu, a
Universidade de Passo Fundo e a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen). Além da contribuicao para o avanco do
conhecimento, este projeto também possibilitou a formacao de quatro
Mestres e um Doutor junto as Universidades parceiras.

2 Microssatélites: tipo de marcador molecular constituido por uma seqiéncia repetida de pares de base. So altamente
polimérficos e abundantes no genoma, podendo ser utilizados para distinguir individuos de uma mesma espécie.
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Introducéo

A geracao de conhecimentos que contribuam para decifrar o controle
genético de caracteristicas de interesse econdémico em aves serao
imprescindiveis para uma selecdo genética mais efetiva, principalmente
para caracteristicas cuja avaliacao seja dificil ou de alto custo.
Enquadram-se neste grupo caracteristicas como consumo de racao,
conversao alimentar e deposicdo de gordura corporal. A identificacao
de marcadores moleculares associados a essas e outras caracteristicas
possibilitard seu uso como complemento em programas de
melhoramento genético através da selecao assistida, visando eliminar
algumas limitacdes da selecao baseada no fenétipo. Uma das
estratégias utilizadas para a identificacdo de marcadores genéticos é o
estudo de genes candidatos, que sdo genes de acao bioldgica
conhecida e que estao envolvidos com o desenvolvimento ou a
fisiologia de uma determinada caracteristica (Bryne e McMullen, 1996).
Alguns exemplos bem sucedidos de identificacdo de /oc/ que controlam
caracteristicas quantitativas (QTL) em espécies domésticas por meio da
andlise de genes candidatos ja foram descritos para o gene halotano em
suinos (Fujii et al., 1991) e o gene da miostatina em racas bovinas,
com o fendétipo de musculatura dupla (Grobet et al., 1997). Em aves,
alguns marcadores para caracteristicas de producao ja foram
identificados utilizando essa metodologia, porém, estudos para
validacao destes resultados ainda sdo necessarios.

O hormoénio leptina vem sendo objeto de intensa investigacdao nos
ultimos anos. A leptina apresenta efeito direto em varios tecidos,
inclusive o muscular. Além de desempenhar papel importante na
ingestao de alimento, também atua no metabolismo de energia e na
eficiéncia biolégica dos animais. Regula o metabolismo de lipideos e
carboidratos, desempenhando papel importante na proliferacao celular
e no desenvolvimento embrionéario (Hossner, 1998). A composicao de
carcaca, deposicao de gordura e ingestdao de nutrientes sao
caracteristicas de grande importancia na avicultura. O desenvolvimento
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exagerado do tecido adiposo afeta negativamente o metabolismo
corporal, a eficiéncia de producéao, reproducao e a qualidade da carne
(Taouis et al., 2001). Dessa forma, fica evidente o potencial
envolvimento da leptina na regulacado da quantidade de gordura corporal
e da qualidade da carcaca, sendo o gene da leptina (/ep) e seu receptor
(/epR) excelentes candidatos a serem investigados como potenciais
marcadores genéticos para melhorar essas caracteristicas.

Objetivos

e Detectar polimorfismos nos genes candidatos leptina e seu receptor
entre uma linhagem de galinhas de corte e uma de postura da Embrapa;

® |nvestigar a associacao dos polimorfismos identificados com
caracteristicas de producdo e qualidade da carcaca de galinhas, visando
seu emprego em programas de selecado assistida por marcadores
moleculares.

Resultados e discussao

Foram estudados dois genes candidatos selecionados devido ao seu
envolvimento fisiolégico no metabolismo da gordura e crescimento: o
gene da leptina e seu receptor. Foi realizada uma busca no GenBank
(Benson et al., 2007) para a identificacdo da sequéncia destes dois
genes em aves, e a partir das mesmas foram elaborados iniciadores
para realizar o seu sequenciamento e a identificacao de polimorfismos
entre as aves de corte e postura. O sequenciamento do gene da leptina
nao foi possivel, pois apds varias tentativas de amplificar partes do
gene da leptina a partir de amostras de DNA e cDNA, nao foram
detectados os fragmentos esperados utilizando-se diferentes
iniciadores. Foram realizadas buscas empregando a sequéncia de
nucleotideos do gene da leptina da galinha (AFO12727) obtida no
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GenBank no genoma de Gallus gallus utilizando o programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi; identificacdo da solicitacao
JRIOBTN5EO12), porém nao foi detectada similaridade entre ambas.
Esses resultados indicam que a sequéncia do gene da leptina
depositada no GenBank possivelmente nao seja parte da sequéncia do
gene da leptina de galinhas (Ninov et al.,, 2008a). J4, para o gene
receptor da leptina foram realizados o sequenciamento, analises das
sequéncias e identificacao de polimorfismos de base uUnica (SNP) de
dois fragmentos (Ninov et al., 2005 e Ninov et a/.,2006), bem como a
genotipagem de dois SNPs (352C>T e 915G > A das sequéncias do
GenBank AF222783 e AY348717, respectivamente) desse gene nos
animais da populacao F2da Embrapa. As andlises de associacao destes
SNPs com caracteristicas de interesse econdmico evidenciaram
associacao significativa com vdrias caracteristicas de desempenho e
carcaca. O gene do receptor da leptina foi também localizado no mapa
de ligacdo do cromossomo da populagao F2 da Embrapa e seus SNPs
serao utilizados como marcadores na varredura genémica com
microssatélites.

Verificou-se, por meio da anélise de associacdo, que o rendimento de
carcaca foi influenciado pelo genétipo do SNP 352C>T do receptor da
leptina apenas nos machos, com um efeito aditivo de 0,58% a cada
alelo T adicionado ao genétipo (Figura 1a). Da mesma maneira, o
rendimento de peito foi influenciado pelo genétipo desse SNP nos
machos, associados a um efeito aditivo de 0,45% a cada alelo T
adicionado ao genétipo (Figura 1b). Os machos com alelo T também
apresentaram mais gramas de proteina bruta e cinza na carcaga quando
comparados a machos com o alelo C. O alelo T provém da linhagem de
corte enquanto que o alelo C provém da linhagem de postura. Com
base nesses resultados pode-se inferir que o alelo T esta ligado a um
efeito especifico no crescimento do tecido muscular de machos, com
aumento no peso do peito que resulta em maior rendimento de carcaca.
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Animais com o alelo C tiveram rendimento de figado maior do que
animais com o alelo T (Ninov et al., 2008b). O rendimento de coxas e
sobrecoxas foi influenciado pelo gendétipo do SNP 915G > A. Animais
com o gendtipo homozigoto GG e AA apresentaram rendimento de
coxas e sobrecoxas semelhantes, porém superior em relacdo ao
gendtipo GA. Quando em heterozigose a combinacao destes alelos foi
associada a um rendimento de coxas e sobrecoxas inferior aos
homozigotos. O alelo A provém da linhagem de postura e o alelo G da
linhagem de corte. O alelo A foi associado ao maior consumo de racéo,
o alelo G ao maior rendimento de pulmao. Por ocorrerem em regidao de
intron, provavelmente esses SNPs nao estdo envolvidos diretamente
com as caracteristicas associadas, mas podem estar ligados a outra
mutacao localizada na regiao regulatéria do gene do receptor da leptina
ou préximo a ele (Ninov, 2007).

a) b)
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Figura 1. a) Médias estimadas para rendimento de carcaca e (b) rendimento de peito para

o SNP 352C>T do gene receptor da leptina.

Tecnologias geradas
Produto pré-tecnoldgico

Marcador genético potencial para melhoria de rendimento
de partes da carcaca de galinhas

Polimorfismos de base Unica (SNP) no gene do receptor da leptina
foram associados com caracteristicas de rendimento de carcaca, de
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peito e de coxa em galinhas da populacdo F2 da Embrapa. Estes sao
marcadores genéticos potenciais, que deverao ser validados em linha
pura antes de seu uso em programas de melhoramento genético,
principalmente para rendimento de cortes nobres como peito e coxa
(Ninov et al., 2008b).

Publico alvo: programas de melhoramento genético de aves nacionais e
internacionais.

Consideracdes finais

Marcadores genéticos potenciais no gene receptor da leptina foram
identificados para caracteristicas de grande relevancia na avicultura. A
validacao desses resultados estd sendo conduzida visando seu uso na
selecao genética. Nossos estudos indicaram que a sequéncia do gene
da leptina depositada no GenBank possivelmente nao represente a
sequéncia do gene da leptina de galinhas.
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Introducéo

Um grande esforco da pesquisa gendmica em vdrias espécies tem sido
a identificacao e o mapeamento de /oci que controlam caracteristicas
guantitativas (QTLs). Estas informacdes sdo extremamente valiosas por
facilitar a identificacao de genes responsaveis por caracteristicas
poligénicas. Uma vez identificados, os genes ou marcadores de
interesse poderao ser utilizados como complemento dos métodos de
selecdo genética convencional, para melhorar a eficiéncia dos
programas de melhoramento, através da selecao assistida por
marcadores (MAS). O conhecimento dos genes que influenciam as
caracteristicas econdémicas, bem como suas funcdes, possibilitara
também a busca por novos direcionamentos para melhorar o
desempenho e a qualidade do produto final (Ledur et al., 2003).

Um dos procedimentos utilizados para identificar e mapear QTLs é a
varredura genémica utilizando-se marcadores microssatélites (Anderson
et al.,1994). A Embrapa Suinos e Aves, em conjunto com a
ESALQ/USP, iniciaram estudos em gendémica de aves no Brasil em
1999 com o objetivo de mapear novos QTLs e confirmar algumas
regioes ja associadas a caracteristicas de producdo em outras
populacdes. Para isso foi desenvolvida uma populacao F2, especifica
para estudos gendmicos, a partir do cruzamento entre linhagens
divergentes de corte e postura, que estdo sendo utilizadas para
identificar marcadores associados a caracteristicas de crescimento,
consumo de racao e composicao de carcaca, nas condicoes brasileiras
de clima e manejo (Ledur et al., 2000 a, b; Zanella et al., 2000).
Resultados gerados nesta linha de pesquisa vem sendo disponibilizados
na pagina da Rede de Gendmica de Aves da Embrapa Suinos e Aves,
no endereco: http://www.cnpsa.embrapa.br/genomafrango/
genomafrango.html. Pesquisas ainda sdo necessarias antes que essas
informacoes possam ser utilizadas pelo setor produtivo. Contudo, os
resultados potenciais deste projeto poderdo ter impacto na reducao da
dependéncia tecnoldgica e no avanco do conhecimento técnico-
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cientifico nacional, sendo estratégicos para o aumento da
competitividade do agronegécio brasileiro.

Objetivos

Este projeto visou inicialmente a identificacdo e o mapeamento de QTLs
para caracteristicas de desempenho e qualidade da carcaca nos
cromossomos 6, 7, 8 e 13 da galinha doméstica. Com a inclusao de
novas parcerias e respectiva captacao de recursos, foi possivel
expandir as andlises para os cromossomos da galinha ainda nao
analisados pela equipe. As regioes de QTL identificadas no genoma da
galinha servirao de base para a descoberta e localizacdo de genes
envolvidos no controle de caracteristicas complexas, como as de
interesse econdmico na avicultura.

Resultados e discussao

A populacao de aves F2 da Embrapa foi utilizada para mapear QTLs que
controlam varias caracteristicas de interesse econémico para a
avicultura. Para tal, cerca de 570 aves F2 foram genotipadas com 128
marcadores moleculares distribuidos ao longo de 22 cromossomos da
galinha, cobrindo 2630 cM, o que representa aproximadamente 63 %
do genoma. Os mapas de ligacdo dos 22 cromossomos foram
construidos e as andlises estatisticas para o mapeamento de QTL por
intervalo foram realizadas pelo método de regressao aplicados aos
modelos genéticos de F2 e de meio-irmaos. Foram também estimados
os efeitos dos QTLs identificados nas caracteristicas avaliadas. Os
principais resultados obtidos até o momento foram a identificacao e o
mapeamento de QTLs em varios cromossomos da galinha para
caracteristicas de desempenho, carcaca, peso de 6rgaos e também as
associadas ao metabolismo e deposicao de gordura (Nones et al.,
2006; Ambo et al., 2009 e Campos et al., 2009).
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Vérios QTLs foram mapeados para peso ao nascer, peso aos 35 e aos
42 dias de idade. QTLs inéditos que controlam o comprimento do
intestino independente do peso corporal foram também identificados.
Essas regioes de QTL contém genes que atuam no controle dessas
caracteristicas e foram identificados genes possivelmente responsaveis
pela variacao das mesmas nos cromossomos 2, 7, 10 e 27. Além
disso, um numero limitado de QTLs posicionados em diferentes
cromossomos, com efeitos aditivos, explicam uma proporgcao
substancial da diferenca em peso corporal entre as linhagens de corte e
de postura utilizadas neste estudo. Esses resultados evidenciam
diferentes regides de QTL influenciando o crescimento; algumas agindo
do nascimento até as 6 semanas de idade, enquanto outras regides do
genoma estao envolvidas em fases especificas do crescimento da
galinha (Ambo et al., 2009).

Foi identificado um QTL no cromossomo (GGA) 7 influenciando cinco
caracteres relacionados com crescimento e consumo de racao. Outros
QTLs foram mapeados nos GGAs 6 e 11, associados com o peso dos
pés; nos GGAs 8 e 11, associados com o peso da moela; e no GGA13,
associado com o peso do coracdo. O QTL para peso do coracao
explicou 4,34% da variacao fenotipica para esta caracteristica. Este
resultado pode ser de grande interesse para a avicultura, considerando
gue a capacidade cardio-respiratéria dos frangos esté relacionada com
problemas metabdlicos, como ascite e morte subita, em frangos de
corte (Moura et al., 2006).

QTLs também foram mapeados para o rendimento de carcaca e de
cortes nobres. Destacam-se, por sua importancia econdémica, os QTLs
para rendimento de peito e de coxas e sobrecoxas. Esses resultados
contribuem para a identificacdo de genes envolvidos no rendimento das
diferentes partes da carcaca de aves, possibilitando uma selecao
genética diferenciada para o melhoramento das partes da carcaca de
maior valorizacdo. QTLs inéditos também foram mapeados para
porcentagem (em relacdo ao peso vivo) de moela, pulmdes, coracao e
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figado no genoma da galinha. Além de possibilitar o melhor
entendimento da arquitetura genética envolvida no desenvolvimento
desses 6rgaos em relacdo ao peso vivo, esses resultados indicam
regioes do genoma cujos genes apresentam grande efeito na variacao
dessas caracteristicas. Marcadores ou genes identificados nessas
regioes poderao ser utilizados na selecao genética para crescimento
balanceado entre coracao, pulmao e peso corporal, por exemplo,
visando reduzir a ocorréncia de ascite e morte subita.

A deposicao de gordura tem impacto negativo sobre a eficiéncia
alimentar e o rendimento de carcaca em frangos e pode causar
dificuldades no processamento da carne destes e rejeicao pelo
consumidor. A deposicao de gordura é altamente herdavel e apresenta
correlacdes genética e fenotipica positivas com o peso corporal, sendo
um problema para o melhoramento de frangos de corte, visto que a
selecao para aumento da taxa de crescimento também aumenta a
deposicao de gordura. Estratégias de selecao para reduzir a deposicao
de gordura baseadas no fendtipo sdao complexas e de alto custo. A
identificacdo de marcadores ligados a regidoes do genoma que regulam a
deposicao de gordura permite o uso destes na selecado assistida para
reduzir a gordura corporal, sem influenciar outras caracteristicas de
carcaca e proporcionando um melhoramento genético mais répido.
Neste projeto, foram mapeados cinco QTLs para peso da gordura
abdominal nos cromossomos (GGAs) 2, 3 e 27, seis QTLs para
porcentagem de gordura abdominal nos GGAs 3, 10, 12 e 27 e quatro
QTLs para niveis de triglicerideos no plasma nos GGAs 5, 23 e 27. Ha
uma regidao do cromossomo 5, entre 20 e 30 cM, que pode conter um
ou mais genes envolvidos no metabolismo da gordura, sendo o /GF2 e
o NR1H3 possiveis genes candidatos localizados nessa regidao (Campos
et al., 2009). Na Figura 1 estad apresentada a comparacao entre as
regides de QTL relacionadas a caracteristicas de deposicdo de gordura
mapeadas neste projeto e os QTLs mapeados para essas caracteristicas
em outros estudos, publicados no QTLdb (http://www.animalgenome.
org/QTLdb/).
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Figura 1. Comparacdo de QTLs mapeados pela equipe com QTLs para caracteristicas
relacionadas com gordura corporal mapeados por outras equipes relatados no banco de
dados QTLdb (http://www.animalgenome.org/QTLdb/). QTLs para gordura abdominal -
GA ¢ ), gordura da pele ( ), triglicerideos ¢ ), gordura intramuscular ——),
colesterol { ) e QTLs mapeados pela equipe do projeto (Campos et al., 2009; =======+ ).

Além disso, foram evidenciadas interacdes entre QTL e sexo associadas
a caracteristicas de desempenho e carcaca na populacado de aves F2 da
Embrapa. Os QTLs encontrados no GGA1 para pesos da cabeca, pés e
coracao, ganho de peso e conversao alimentar; no GGA11 para peso de
asas, e no GGA3 para consumo de racdo nao apresentaram efeitos
significativos em fémeas, sendo sexo-especificos para machos. Os
QTLs para peso corporal aos 35 e 42 dias de idade, mapeados no
GGA2, apresentaram efeitos maiores em machos do que em fémeas.
Assim, espera-se uma menor resposta a selecao em fémeas do que em
machos, se estes QTLs forem utilizados em programas de selecao
(Pinto et al., 2006). Foram também evidenciadas interacdes epistéaticas
entre QTLs para peso aos 42 dias de idade indicando que para a
aplicacdo em selecao assistida por marcadores nao basta selecionar as
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aves apenas pela informacdo de um determinado QTL, pois os efeitos
aditivos dependem das combinacdes genotipicas de varios QTLs (Pinto
et al., 2007).

Consideracdes finais

Em conjunto, os resultados obtidos contribuem para a melhor
compreensao da arquitetura genética relacionada as diferentes
caracteristicas em que QTLs foram identificados, permitindo a busca
por novos direcionamentos para melhorar o desempenho e a qualidade
da carcaca de frangos de corte, por meio da selecado assistida por
marcadores. Os resultados obtidos apresentam impactos potenciais na
melhoria da eficiéncia de producao, melhoria de qualidade do produto
para o consumidor, reducao de residuos de abatedouro e reducéao de
custo para o produtor e consumidor.

Tecnologias geradas
Praticas/processos

Identificacdo de regides genémicas nos cromossomos 6, 7,
8, 11 e 13 da galinha doméstica associadas com
caracteristicas de desempenho, carcaca e peso de 6rgaos
Foi encontrado um QTL no cromossomo (GGA) 7 afetando cinco
caracteres relacionados com crescimento e consumo de racao. Outros
QTLs foram mapeados nos GGAs 6 e 11, associados com o peso dos
pés; nos GGAs 8 e 11, associados com o peso da moela, e no GGA13,
associado com o peso do coracdo. Essas regides de QTL contém genes
que atuam no controle dessas caracteristicas, sendo este o primeiro
passo para a identificacdo de genes candidatos. O QTL para peso do
coracao explicou 4,34% da variacao fenotipica para esta caracteristica.
Este resultado pode ser de grande interesse para a avicultura,
considerando que a capacidade cardio-respiratéria esta relacionada com
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problemas metabdlicos, como ascite e morte subita, em frangos de
corte. Os QTLs mapeados para ganho de peso, consumo de racao e
peso do coracao devem ser melhor investigados, pois sédo regides que
contém genes que afetam caracteristicas de grande relevancia
econOmica para a avicultura (Moura et al., 2006).

Interacdes entre QTL e sexo associadas a caracteristicas de
desempenho e carcaca na populacao de aves F2 da
Embrapa

Foram utilizados modelos com e sem interacado entre QTL e sexo para
mapear QTLs associados a caracteristicas de desempenho e carcaca
nos cromossomos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 11 e 13 de aves. Verificou-se
que ndo necessariamente ha um aumento do poder do teste com a
inclusao da interacao QTL x sexo no modelo. Se o efeito aditivo do QTL
for semelhante em magnitude e sinal, entre machos e fémeas, o
excesso de parametros do modelo reduz o poder do teste, o que
reforca a importancia em se testar este tipo de interacdo. Os QTLs
encontrados no GGA1 para pesos da cabeca, pés e coracdo, ganho de
peso e conversao alimentar; no GGA11 para peso de asas, e no GGA3
para consumo de racdo nao apresentaram efeitos significativos em
fémeas, sendo sexo-especificos para machos. Os QTLs para peso
corporal aos 35 e 42 dias de idade, mapeados no GGA2, apresentaram
efeitos maiores em machos do que em fémeas. Assim, espera-se menor
resposta a selecao em fémeas do que em machos, se estes QTLs forem
utilizados em programas de selecdo genética (Pinto et al., 2006).

Mapas genéticos de ligacdo dos cromossomos 6, 7, 8, 11 e
13 da populacao experimental de aves F2 da Embrapa

Com base na populagdo F2 da Embrapa para estudos gendmicos foram
construidos os mapas de ligacdo dos cromossomos 6 a8, 11 e 13 da
galinha. Foram testados 51 marcadores microssatélites, dos quais 28
foram informativos. Um SNP identificado pelo nosso grupo, localizado
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no gene do receptor da /eptina, foi incluido no mapa do cromossomo 8.
As 10 aves da geracao inicial, os 8 F1s e um total de 459 aves F2 de
cinco familias de irmaos completos foram genotipados com estes
marcadores. O nimero de meioses informativas totais por loco variou
de 232 a 862 e o de meioses informativas de fase conhecida de O a
764. A ordem dos marcadores nos cromossomos coincidiu com a do
mapa consenso da galinha, com excecado dos marcadores ADLO147 e
MCWO0213 do cromossomo 13 que tiveram sua ordem invertida. O
numero reduzido de meioses informativas de fase conhecida para o
marcador ADLO147 (150) pode ser apontado como uma possivel causa
para a inversao, além da relativa proximidade entre os dois marcadores
envolvidos na inversao (10,5 cM). Foi possivel a construcdao de mapas
de ligacao confidveis, que podem ser utilizados pela comunidade
cientifica para mapeamento de QTLs ou auxilio na localizacdo de genes
em aves, juntamente com os demais disponiveis na literatura (Ambo et
al., 2008).

Mapeamento de QTLs para caracteristicas de desempenho
no genoma da galinha

QTLs inéditos que controlam o comprimento do intestino independente
do peso corporal foram descritos neste estudo. Verificou-se um namero
limitado de QTLs posicionados em diferentes cromossomos, com efeito
aditivo, que explicam uma proporcao substancial da diferenca em peso
corporal entre as linhagens de corte e postura utilizadas neste estudo.
Esses resultados evidenciam diferentes regides de QTL afetando o
crescimento. Algumas parecem agir do nascimento até as 6 semanas
de idade, enquanto outras regidoes gendémicas estdo envolvidas em
fases iniciais ou tardias do crescimento da galinha (Ambo et a/, 2009).
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Mapeamento de QTLs no genoma da galinha associados a
deposicdo de gordura

QTLs para peso e percentagem de gordura abdominal foram mapeados
no genoma da galinha, bem como QTLs inéditos para niveis de
triglicerideos no plasma. Efeito de imprinting (gamético) foi detectado
em alguns QTLs para % de gordura abdominal, o que deve ser melhor
investigado devido as conseqliéncias deste efeito na selecdo. Esses
resultados contribuem para a melhor compreensao da arquitetura
genética relacionada ao metabolismo e deposicao de gordura,
permitindo a busca por novos direcionamentos para melhorar o
desempenho e a qualidade do produto final, por meio da selecao
assistida por marcadores (Campos et al., 2009).

Efeito epistatico de QTLs para peso vivo em frangos
demonstrou-se que existem importantes interacdes entre QTLs para
peso vivo aos 42 dias de idade nos cromossomos GGA1, GGA3 e
GGADb, as quais foram identificadas somente com o modelo de busca
simultanea de dois QTLs, o qual permitiu mapear cinco QTLs a mais
gue a andlise unidimensional. Em termos de aplicacao em selecao
assistida por marcadores, fica claro que nao basta selecionar animais
apenas pela informacdo de um determinado QTL, pois os efeitos
aditivos dependem das combinacdes genotipicas de varios QTLs. Os
efeitos encontrados demonstram que as interacoes epistaticas integram
um mecanismo importante para geracao de variacao nas linhagens
estudadas. Assim, mecanismos como estes sao importantes para o
desenvolvimento das aves e precisam ser investigados com mais
freqiéncia (Pinto et al., 2007).
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Introducéo

A coccidiose é a doenca mais freqliente na avicultura industrial
mundial, no entanto, é dificil chegar a estimativas reais das perdas
causadas por essa doenca (Williams, 1999). Sao reconhecidas sete
espécies de Eimeria que parasitam a galinha doméstica e que sado os
agentes patogénicos da coccidiose. Sao elas: Eimeria acervulina,
Eimeria brunetti, Eimeria maxima, Eimeria mitis, Eimeria necatrix,
Eimeria praecox e Eimeria tenella (Schnitzler & Shirley, 1999; Mattielo
et al., 2000). E extremamente raro existir lotes de aves que nio
estejam infectados por, no minimo, uma dessas espécies de Eimeria. A
coccidiose apresenta-se em duas formas: clinica e subclinica. A
primeira caracteriza-se por apresentar alta taxa de mortalidade e
atualmente ndo é comum na avicultura industrial. A segunda mostra-se
como sendo a forma mais comum na avicultura industrial, pois pelo
menos uma das sete espécies de Eimeria estad presente com intensidade
variavel, o que provoca reducdao no ganho de peso e comprometimento
na conversao alimentar.

Entre os aspectos negativos causados pela coccidiose encontram-se as
perdas associadas aos custos de anticoccidianos e as vacinas utilizadas
na sua prevencao em frangos de corte, matrizes e poedeiras. As perdas
anuais da avicultura mundial em consequéncia da coccidiose podem
chegar a valores de US$ 55 milhdes (Williams, 1999).

As dificuldades no controle da coccidiose sempre estiveram presentes
no sistema de producao avicola. O controle da coccidiose em frangos
de corte, desde o desenvolvimento da avicultura industrial, € baseado
no uso preventivo de drogas anticoccidianas na racao (Braunius, 1986;
Vertommen, 1994). Por algum tempo pareceu que esta seria uma
solucao definitiva, mas o surgimento de resisténcia nas populacdes de
Eimeria aos anticoccidianos logo mostrou a necessidade de se
desenvolver novas alternativas (Jeffers, 1989). Pode-se dizer que, as
alternativas estudadas foram, durante muito tempo, o desenvolvimento
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de novas drogas e de estratégias como os programas duais de controle
anticoccidiano. Mais recentemente, com os altos custos para o
desenvolvimento de novas drogas e, com as restricoes aparentemente
crescentes quanto aos riscos que os anticoccidianos representam na
cadeia alimentar, tem havido um esforco consideravel no
desenvolvimento de opcbes que racionalizem o seu uso ou torne a
avicultura independente desses produtos.

As vacinas para coccidiose sao pesquisadas desde 1952 (Williams,
2002a), e desde entdo muitos aspectos de seu uso tém sido avaliados.
Entre os aspectos encontram-se os métodos de vacinacao, as variagcoes
imunogenéticas dos agentes patogénicos e a utilizacdao combinada de
quimoterapicos (Williams et al., 2000; Williams, 2002b). No entanto, o
controle eficaz através da vacinacao é limitado devido ao grande
numero de cepas de Eimeria existentes e o uso de quimioterapicos é
limitado pelo desenvolvimento de parasitas resistentes. Dessa maneira,
busca—-se novas alternativas para o controle da coccidiose. Para tanto,
uma opcao seria a utilizacao do potencial genético dos animais em
relacao a resisténcia de doencas, uma vez que, esta caracteristica é
controlada por genes (Zhu et al., 2003a).

Atualmente, o uso do potencial genético no controle da coccidiose
encontra-se em fase inicial. Em vista disso, o presente projeto
pretende contribuir para os esforcos da comunidade cientifica no que
tange ao controle da coccidiose através da exploracao do potencial
genético das aves. A exploracdo da selecao para utilizacao de aves
resistentes a coccidiose possibilitaria a inclusao da resisténcia genética
a parasitose como forma alternativa que possibilitasse a reduzir as
perdas econdmicas e o uso de coccidiostaticos.

O projeto desenvolvido abordou o estudo da expressao de genes
envolvidos na imunidade inata como forma de compreender aspectos
relevantes da selecao genética para caracteristicas produtivas em aves
(producao de ovos ou producao de carne) e seu efeito sobre resisténcia
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a doencas. Como modelo usamos a infeccao por Eimeria tenella, um
dos agentes etiolégicos da coccidiose. No dambito desta proposta,
linhagens previamente desenvolvidas pela Embrapa Suinos e Aves
foram caracterizadas quanto a susceptibilidade a infeccao por E.

tenella. Posteriormente, abordagens de genémica funcional e
protedmica foram introduzidas no estudo. O presente estudo teve como
objetivo caracterizar linhagens genéticas de aves desenvolvidas
baseando-se na teoria da genética quantitativa quanto suas
caracteristicas fenotipicas e quando ao perfil de moléculas (RNA
mensageiro e proteina) apds a infeccao por Eimeria tenella.

Material e métodos

Trés linhagens de aves desenvolvidas pela Embrapa Suinos e Aves,
Concoérdia, SC, foram utilizadas. Essas linhagens apresentam
caracteristicas fenotipicas divergentes, pois foram selecionadas, no
caso da TT (TT,; selecionada por 12 geracdes) e CC (selecionada por 10
geracoes), para caracteristicas que apresentam correlacdo genética
negativa (selecao para producao de ovos versus selecao para producao
de carne, por exemplo). Em outras palavras, a selecao para producao
de carne nas aves TT, resulta em aves com alta producao de carne,
porém com baixa fertilidade, ou seja, baixa producao de ovos,
justamente devido a essas duas caracteristicas apresentarem correlacao
genética negativa.

Por outro lado, as aves selecionadas para a producao de ovos, sao aves
pequenas e com maior taxa de ovulacdo. A terceira linhagem utilizada,
CCc (selecionada por 10 geracdes), é uma linhagem controle da CC.
Essa linhagem tem a mesma origem das aves CC, porém nao foi
selecionada para producao de ovos e sim os cruzamentos foram feitos
ao acaso. Resumindo, temos duas linhagens com fenétipos divergentes
que possivelmente diferem ao nivel de DNA devido as diferentes
origens, por nao serem formadas a partir da mesma populacédo base e
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também devido a selecao genética para duas caracteristicas de
correlacdo genética negativa. No caso das diferencas em nivel de DNA
entre CC e CCc, a principal diferenca, possivelmente, seja devido a
selecao genética utlizando-se métodos quantitativos.

A metodologia empregada utilizando estas linhagens especiais é a base
para a identificacdo de moléculas associadas a caracteristicas de
resisténcia a coccidiose.

A caracterizacao fenotipica das linhagens foi feita através da
inoculacao via oral de 30.000 oocistos de Eimeria tenella e parametros
fenotipicos de resisténcia a infeccao foram colhidos como taxa de
mortalidade, nimero de oocistos fecais, peso do baco, ganho de peso e
conversao alimentar. O baco foi colhido para a realizacao e estudos de
gendmica funcional (expressdo de RNAm) e de protedmica. O estudo de
gendmica funcional utiliza microarranjos do sistema imune de galinha
gue possibilita o estudo simultaneo de 13.000 genes associado ao
estudo de genes especificos utilizando-se reacao em cadeia da
polimerase em tempo real (QRT-PCR). Os estudos de protedmica
envolveram eletroforese em gel de duas dimensdes e MALDI-TOF-
MS/MS.

Resultados e discussao

O estudo aqui relatado integrou abordagem classica de genética
guantiativa através da caracterizacao fenotipica de diferentes linhagens
genéticas de aves associada a utilizacao de tecnologias avancadas para
identificar moléculas de RNA mensageiro e proteinas associadas a
infeccao por Eimeria tenella de uma abordagem de pesquisa no dia do
nascimento, grupos de pintinhos foram alocados em gaiolas. No sétimo
dia, estes foram inoculados com 30.000 oocistos de E. tenella e grupos
controles foram mantidos. A taxa de mortalidade foi avaliada antes e
depois da inoculacdo tanto nos grupos inoculados como nos grupos
controle. Os oocistos fecais foram contados em cada uma das gaiolas
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(5 a 9 dias pds infeccdo). Entre os dias 7 e 25 de idade, a taxa de
mortalidade apds infeccao diferiu (letras diferentes, P<0.05) conforme
a seguir: TT = 35,0%? (35/100; ou seja de um total de 100 da
linhagem TT, 35 morreram), CCc = 25,0% (24/100) and CC =
18,7%" (18/101). Sete dias apds a infeccdo, ou seja, aos 14 dias de
idade, vérias outras caracteristicas foram avaliadas, incluindo: consumo
de racao (CR), peso corporal aos 14 dias de idade (PC14), ganho de
peso ponderado (GPP), ganho de peso ponderado médio (GPPM),
consumo médio de racdao (CMR), conversao alimentar ponderada (CAP).
Nas aves infectadas os resultados de GPPM, incluindo a média dos
guadrados minimos e erro padrao foram: TT = 131,97g +£6,41% CCc
= 24,089 +3,42°e CC = 22,68g +3,44° (P<0,01). Nas aves
controles, ndo inoculadas, os resultados para GPPM foram: TT =
274,7g +8,45%, CCc = 63,19g +3,42°e CC = 61,83g +3,85°
(P<0,01). Em relacdao a CAP, nas aves infectadas, os resultados foram:
TT = 1,90 £0,26° CCc = 3,49 +0,33% CC = 3,93 +0,33°
(P<0,1). Nas aves nao infectadas, os resultados foram: TT = 1,27
+0,33, CCc = 1,81 £0,39,42°e CC = 1,96 +0,37° (P<0,1). O
nivel de infeccdo usado no presente estudo diminuiu significativamente
o desempenho de producao reduzindo varios parametros produtivos,
tais como: CR, PC14, GPP, GPPM e CMR. A linha genética com maior
taxa de mortalidade (TT) apresentou o melhor desempenho produtivo
em relacdo a GPPM e CAP, quando comparada com CC (linhagem
genética mais susceptivel a mortalidade). Foram identificadas
diferencas significativas em relacdo a taxa de mortalidade e ganho de
peso pés infeccdo entre duas linhagens, as quais sdao materiais
genéticos valiosos no estudo dos mecanismos genéticos da resisténcia
genética contra esta parasitose de importancia econémica que afeta a
avicultura.

Em relacao ao nimero de oocistos liberados nas fezes de aves
infectadas, observou-se que a linhagem com maior taxa de mortalidade
TT, a liberacao total de oocistos foi maior em relacdo as outras duas
linhagens. A linha controle (CCc) apresentou uma taxa de mortalidade
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intermediaria, sem diferenga significativa (P > 0.05) entre TT ou CC.
Na linhagem TT os parasitas estdao se multiplicando e liberando sua
progénie com muito maior eficiéncia em relacdo as outras linhas, sendo
mais evidente nos dias cinco e seis apds a infecao. Isso pode estar
refletindo uma menor capacidade imunoprotetora nas aves da linhagem
de corte TT. A expressao de treze mil genes do sistema imune foi
estudada através da gendmica funcional. Destaca-se aqui a expressao
de NK-lisina no baco, sendo naturalmente expressa em maior
guantidade na linhagem que apresenta menor taxa de mortalidade
devido a infeccédo (CC). Na linhagem de maior mortalidade (TT), ocorre
um grande aumento nos niveis de expressao de NK-lisina dois dias apés
a infeccao. Isso pode refletir a ineficadcia de combate ao processo de
instalacao dessa parasitose. O mesmo padrao de expressdo observado
n NK-lisina na linhagem de corte TT (mais susceptivel) foi observado
também para o gene de IL-18. As aves da linhagem TT sao
geneticamente menos propensas a impedir a infeccao por E. tenella.
Esses resultados sao interessantes devido ao fato de NK-lisina e IL-18
desempenharem papéis fundamentais no combate a infeccdes. A
primeira é secretada por células do sistema imune como linfécitos T e
células natural killer (NK) e atua principalmente sobre parasitas
intacelulares. IL-18 é uma citocina capaz de promover a producao de
IFN-lindependentemente das células NK, estimulando a resposta de
linfécitos T. No estudo de anélise protedmica também foi identificado
variacao na expressao de proteinas especificas. Identificamos que as
caracteristicas de taxa de mortalidade, nUmero de oocistos fecais
liberados em um periodo de 24 horas, e a relacdo do peso do bagco com
o peso corporal, e o nivel de expressao de NK-lisina e IL-18 no baco
sdo componetes importantes da resisténcia genética a infeccao por
Eimeria tenella.
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Consideracodes finais

Estes resultados sao interessantes no sentido de que estas linhagens
estdo agora caracterizadas e poderao servir de modelo para estudos de
interacao patégeno-hospedeiro. Além disso, o protocolo utilizado de
infeccao poderia ser utilizado na selecao genética para diminuir a taxa
de mortalidade a infecdo com E. tenella em linhagens experimentais.
Para uso em linhagens comerciais, mais estudos sao necessarios no
sentido de conhecer melhor a correlacao genética da taxa de
mortalidade com E. tenella e outras caracteristicas economicamente
importantes.
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Dermatite Necroética (Celulite) e dermatoses dos frangos

Introducéo

Estimativas reportam que em 2010, o Brasil respondera por 40% do
comércio mundial de carne de frango (Avisite, 2009). Essa lideranca
brasileira estd diretamente relacionada a produtividade do setor avicola
e a qualidade dos produtos comercializados.

Toda a producao de frangos converge para os abatedouros onde é
avaliada pelo Servico de Inspecao Sanitéria. O resultado desses exames
determina o grau de aproveitamento das carcacas. Nessa etapa, entre a
producao e a comercializacao, a receita esperada pode ser
drasticamente reduzida, de acordo com o grau de alteracées
encontradas nas aves durante a inspecao.

A deteccao de problemas tegumentares é crescente durante a inspecao
em abatedouros. Muitas das lesGes de pele sao genericamente
classificadas como “dermatoses”, devido a dificuldade de determinar a
patogenia do problema.

A dermatite necrética, popularmente conhecida por “celulite dos
frangos” (Figura 1) destaca-se como causa do descarte de carcagcas em
abatedouros no mundo todo. A manifestacdo dessa afeccado tem sido
relacionada a multiplos fatores da producao.
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Figura 1. Les&do de celulite em frango.
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A abordagem dada a este trabalho permitiu a identificacdo das variaveis
associadas a manifestacao de dois problemas tegumentares, que
acometem frangos de corte, quais sejam: a dermatite necrética,
comumente chamada de celulite dos frangos e as dermatoses, que sao
lesGes tegumentares inespecificas, também identificadas durante o
abate. As respostas obtidas possibilitaram a proposicao de intervencao
racional sobre os fatores de riscos associados a essas afeccdes. Esse
estudo corrobora com investigacdes preliminares sobre lesdes de pele e
mau empenamento em frangos realizados previamente (Jaenisch et al.,
2002).

Os resultados permitiram a obtencao de ampla informacao sobre esses
processos tegumentares, e maior compreensao na manifestacdo dessas
lesoes.

Objetivos

e |dentificar os fatores de risco associados a manifestacdo dos problemas
tegumentares em frangos, com énfase em dermatite necrética (celulite) e
dermatoses;

e Desenvolver uma pratica/processo agropecudrio, com orientacoes
técnicas dirigida a gerentes e técnicos que atuam em avicultura, com
vistas a intervencéao racional nas areas de sanidade, ambiéncia e manejo,
para reduzir a manifestacao da celulite aviaria, na producao de frangos
de corte.

Metodologia

A apresentacao multifatorial que caracteriza esses processos
tegumentares determinou um estudo epidemiolégico, abordando
guestdes de manejo, sanidade e ambiéncia. Foram analisados 125
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aviarios de frangos de corte, durante os periodos de cria e recria e ao
abate das aves.

Atendendo a complexidade do problema, as varidveis observadas foram
incluidas no modelo de regressao logistica associadas as razbes de
chances (Odds Ratio), para identificar o conjunto de informacdes que
melhor explicassem a relacao dos fatores de risco, com a manifestacao
dos problemas tegumentares estudados, por procedimento LOGISTIC
(SAS, 2003).

A selecao das varidveis explicativas, para comporem o modelo final foi
realizada pelo método escore, considerando somente as variadveis cujo
nivel descritivo de probabilidade foi inferior a 0,25 (p<0,25) na anélise
Univariada. A superdispersao da variadvel resposta foi corrigida por meio
da estatistica x2de Pearson. No modelo final o nivel minimo de
significancia considerado foi de 5%. O mesmo procedimento foi
realizado para compor o modelo das varidveis para avaliar as
dermatoses, lesdes tegumentares inespecificas.

Para o célculo do impacto econdmico da ocorréncia de celulite no setor
avicola foram consideradas as informacdes respectivas ao ano de
2008, cuja producéao estimada foi de 5,47 bilhdes de frangos, com o
preco médio no atacado de R$ 2,29/kg, o peso do frango ao abate de
2,5 Kg, e o rendimento de carcaca de 84%, (Avisite, 2009). Definida
uma perda média de 50%, e considerando-se a condenacao de celulite
(total e parcial), de 0,43% (23,5 milhdes de animais afetados) obteve-
se a perda em milhdes de kg de frango. Dessa forma foi estimado o
prejuizo financeiro causado por celulite na cadeia de frangos de corte
brasileira.
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Resultados e discussao

A partir da metodologia empregada foi identificado o conjunto de
variaveis associadas a manifestacao da celulite dos frangos. A
metodologia proposta possibilitou ainda, a identificacao dos fatores de
risco associados a manifestacdo das dermatoses, lesGes tegumentares
inespecificas, que também acarretam grandes perdas em abatedouros.
As variaveis explicativas associadas a manifestacao dos processos
tegumentares estudados compuseram um modelo estatistico, que
permitiu o calculo de medidas de associacao ajustadas,
simultaneamente para o efeito de multiplas variadveis de confusao e/ou
modificadoras de efeito, que segundo Morais & Souza, 1998, essa
associacao nao incorre na perda de poder estatistico.

A identificacdo do conjunto de varidveis que melhor explicaram a
relacao dos fatores de risco a manifestacao das lesdes, possibilitou
simular tendéncias de manifestacdao dessas patologias, em diferentes
condicdes de campo, decorrentes de modificagcdes sobre os fatores de
risco identificados. As varidveis foram organizadas em conjuntos de
situacoes, cuja prevaléncia tenha sido inferior, a identificada nos
avidarios estudados.

Com relacao especificamente aos resultados obtidos sobre a
manifestacao da celulite dos frangos, observou-se que a prevaléncia
média foi de 0,43%. Na Figura 2 esta apresentada a distribuicdo da
freqiiéncia de celulite nos 107 aviarios que compuseram o estudo.
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Figura 2. Histograma da distribuicdo de dermatite necrética (celulite), nos aviérios

avaliados.

A abordagem feita nesse estudo permitiu a visualizacado de situacoes
encontradas a campo, em que a modificacdo de varidveis determina
significativa associacao negativa a manifestacdo das lesbes nos
frangos. O conjunto das varidveis estatisticamente associadas a
manifestacao de celulite esté relacionado aos seguintes tépicos:

e Tipo de piso usado nos aviarios: O uso de piso de concreto no aviario
mostrou 1,7 vezes mais chances das aves apresentarem celulite do que
no piso de chao batido. A esse respeito tem sido reportado, que o chéao
batido favorece a absor¢cdo da umidade da cama, por infiltracdo da agua
no solo (Fiorentin, 2003), o que pode ter contribuindo para esse
resultado.

e Cuidados de biosseguridade nos aviarios: Aviarios em que nado houve a
retirada dos utensilios para higienizacao antes do alojamento
apresentaram 1,8 vezes mais chance de ter celulite. A retirada de aves
mortas do aviario durante o dia reduziu em 0,8 a prevaléncia de celulite,
para cada unidade de retirada. J4 o excesso de bebedouros nos aviérios,
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durante as trés primeiras semanas de alojamento aumentou o risco de
manifestacado de celulite.

e Sexo das aves alojadas: Frangos do sexo masculino apresentaram 2,5
vezes mais chance de ter celulite do que as fémeas, sugerindo
associacao a transtornos metabdlicos, uma vez que machos demandam
maior trabalho fisiolégico (Jaenisch, et al.,2001).

e Nuamero de lotes criados sobre a mesma cama: O aumento do ndmero
de lotes criados sobre a mesma cama aumentou em 1,1 o risco de
celulite, para cada lote a mais alojado.

¢ Distancia entre incubatério e aviario: Aves provenientes de incubatérios
localizados fora da regido de criacdo apresentaram 1,3 vezes mais
chance de ter celulite, do que as oriundas do incubatério local.

e Tempo de permanéncia das aves no aviario: O tempo de permanéncia
das aves no aviario aumentou a manifestacao de celulite em 1,0 para
cada dia a mais de alojamento.

e Localizacédo dos silos de racdo: A localizacado dos silos de racédo, do lado
de fora do aviario aumentou 2,3 vezes mais a chance das aves
apresentarem celulite. E provével que a maior exposicdo as temperaturas
elevadas acelere a degradacao de ingredientes da racado, especialmente
de vitaminas e antioxidantes, que atuam na preservacao dos endotélios
dos vasos e integridade da pele. Trabalhos reportam que a
suplementacao de Zinco e vitamina E reduz a incidéncia de celulite em
frangos (Downs, et al., 2000).

Considerando-se que em 2008, a producao brasileira de frangos foi de
5,47 bilhdes de cabecas (Avisite, 2009) e sendo de 0,43% a
condenacao (total/parcial) por celulite obtida nesse trabalho, estima-se
uma perda por essa lesdo em torno de 23,5 milhdes de animais, o que
corresponde a um prejuizo de 56,4 milhdes de reais, para a cadeia de
frangos de corte brasileira.
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Outro problema tegumentar, estudado nesse trabalho foram as
afeccOes cutaneas inespecificas, categorizadas como dermatoses, ao
exame post morten.

A prevaléncia média de dermatose em 102 lotes avaliados foi de
1,31% mostrando-se um problema maior que a prépria celulite em
frangos (Figura 3).

Mimera de Aviarios = 10z

Prevaléncia de Dermatose 1.31

Fregiiéncia de Granjas (%)

p— mmm

(8] o5 1 1.5 =2 25 3 a5 4 4.5 5 55 <} a5 e
PrevalEncia de Dermatosas (%)

Figura 3. Histograma da distribuicdo de dermatose nos aviarios avaliados.

Foi determinado o conjunto de fatores de risco, associados a
apresentacao das dermatoses. Este estudo possibilitou maior
esclarecimento sobre a participacdo das possiveis varidveis na
manifestacao dessa afeccao.

Da mesma forma que na celulite, foram identificadas diversas situacoes
de campo que, ao serem modificadas, determinam significativa reducao
da prevaléncia de dermatose. O conjunto dos fatores de risco que
apresentou menor chance da manifestacdao de dermatose foi composto
por varidveis relativas aos seguintes tépicos:
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Fatores relacionados a biosseguridade: Aves alojadas em aviarios nos
quais ndo houve a distribuicdo de cama nova no pinteiro apresentaram
1,7 vezes mais chance de ter dermatose, do que as alojadas em aviarios
em que essa distribuicdo foi realizada. Avidrios em que ndo houve a
desinfeccdo dos equipamentos antes do alojamento dos pintos
apresentaram 1,4 vezes mais chance de descarte por dermatose, do que
naqueles em que nao houve a desinfeccédo. A reducdo no nimero de dias
de intervalo entre lotes, antes do alojamento dos pintos, propiciou
aumento na chance de aparecimento de dermatose.

Linhagem e sexo: Obteve-se 1,7 vezes mais chance de ter dermatose
com a linhagem denominada A quando comparada com a linhagem B.
Machos mostraram o dobro de chance da ocorréncia dessa lesdo com
relacdo as fémeas.

Fatores de manejo e ambiéncia: O uso de comedouros tubulares, que
demandam maior manipulacdo operacional propiciou 1,7 vezes mais
chance de aparecimento de dermatoses, do que os comedouros tuboflex.
Nos aviarios pequenos, de até 63m de comprimento, a chance do
aparecimento de dermatoses foi 1,8 vezes menor quando comparados
aos aviarios de até 103m.

Fatores de risco ligados a ambiéncia: Aves alojadas no inverno
apresentaram 1,4 vezes mais chance de ter dermatose do que aquelas
alojadas no verdo. Observou-se que quanto mais vezes a temperatura
esteve fora da zona de conforto para as aves, maior foi a prevaléncia de
dermatose.

Tecnologias geradas

A identificacdo do conjunto de varidveis relacionado a manifestacao da
dermatite necrética e da dermatose em frangos possibilitou a
elaboracdo de documento do tipo pratica/processo agropecuario. As
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informacdes sao direcionadas a gerentes e técnicos, que trabalham na
avicultura, com orientacdes que permitem a tomada de decisao de
forma ponderada, quanto a adocao de medidas de manejo, ambientais e
sanitarias, com vistas a reducdo desses problemas tegumentares em
frangos de corte.

Consideracdes finais

Essa pesquisa demandou grande empenho, para abarcar de maneira
clara e correta, as inUmeras varidveis com potencial envolvimento na
manifestacao das afeccdes estudadas.

Este estudo possibilitou maior esclarecimento quanto a participacao das
variaveis explicativas na manifestacao dos problemas tegumentares
estudados, limitando o universo dos fatores de risco a serem
considerados no entendimento e controle dessas afecgdes.

As informacdes obtidas dao subsidios para a tomada de decisao,
quanto a adocao de medidas racionais de manejo, ambientais e
sanitarias, com vistas a reducao da manifestacao de celulite e de
dermatose em frangos de corte.
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