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RESUMO

Estimulos sonoros naincubacéao artificial de ovos: efeitos na ecloséo,

desempenho produtivo e comportamento pds-ecloséo de pintos de corte

Os fatores fisicos que envolvem a incubacdo artificial s&o
determinantes no desenvolvimento embrionario, eclosdo e desempenho das
aves. Muitos deles sdo bem-conceituados, mas acredita-se que ainda existem
questdes que possam prover melhorias ou adaptar este processo as novas
demandas da producéo animal. Nesta pesquisa, a bioacustica é colocada como
uma dessas questbes, motivando a investigacdo da estimulacdo sonora na
incubacao artificial, dados os efeitos do ruido dos incubatérios comerciais e a
adicdo de vocalizacbes da espécie em respostas fisioldégicas, produtivas e
comportamentais de pintos de corte. Inicialmente, o Capitulo 3 apresenta a
mensuracao do nivel de pressao sonora (NPS) no interior dos ovos. Para isso,
desenvolveu-se um sensor de tamanho reduzido (decibelimetro-miniaturizado)
utilizando a plataforma Arduino®. O sensor foi calibrado e testado, o que
forneceu informagdes como o isolamento da onda sonora pela casca dos ovos
e valores de NPS proximos aos embrides. Em sequéncia realizaram-se
incubacgbes experimentais com a aplicacdo de tratamentos determinados pela
associacado de dois NPS do ruido de incubadoras [70 ou 90 dB (A)] com ou
sem a adicdo de vocalizagcbes da espécie (estimulos naturais). Estes
tratamentos foram avaliados no crescimento embriondrio e em respostas da
eclosao (Capitulo 4) e no desempenho de pintos de corte na primeira semana
(Capitulo 5). Diferente do esperado, a exposicdo ao maior NPS, que simulava o
ruido de incubatoérios comerciais, adiantou o tempo para o inicio das eclosées,
aumentou a eclodibilidade e a qualidade do umbigo e jarretes dos pintos.
Todavia, as vocalizacdes da espécie s6 se mostraram influentes se associadas
ao NPS de 70 dB (A). Nas respostas de desempenho a exposicdo ao NPS
inferior resultou em um maior consumo de racdo e em uma pior conversao
alimentar, com melhores resultados na exposi¢cao a 90 dB (A) ou na presenca
das vocaliza¢bes. Por fim, no Capitulo 6, testes comportamentais como o de
imobilidade tdnica, isolamento social e campo aberto foram realizados com os
pintos eclodidos dos tratamentos de incubagdo descritos anteriormente. Na
realizacdo destes testes consideraram-se trés periodos no pés-ecloséo (24, 72
e 120 horas) e duas condi¢cOes (testes em siléncio ou com vocalizagbes ao
fundo). Os efeitos da estimulacdo sonora foram verificados somente em 24
horas pos-eclosdo, de modo que a exposicdo as vocalizagbes no
desenvolvimento embrionario reduziu a movimentacao e o nivel de vocalizacdo
dos pintos, o que foi associado ao menor estresse. Conclui-se que a
estimulacdo sonora na incubacdo artificial € capaz de alterar respostas
produtivas e o comportamento de pintos apés a eclosao.

Palavras-chave: Bioacustica; Eclodibilidade; Nivel de pressdo sonora,
Zootecnia de preciséo



ABSTRACT

Sound stimuli in artificial egg incubation: their effects on the hatching,
productive performance and post-hatch behavior of broiler chicks

The physical factors that involve artificial incubation are determinant to
the embryonic development, hatching and performance of chicks. Although
many of them are highly regarded, there are other issues capable of improving
or adapting the process to new animal-production demands. The current
research addresses the bioacoustics as one of such issues, which motivated
the investigation of the sound stimuli in artificial incubation, relating the noise
of the commercial hatcheries and the addition of vocalizations of the species
with physiological, productive and behavioral of chicks. Initially, the Chapter 3
presents the measuring the sound pressure level (SPL) inside eggs. To do so,
a small sensor (miniaturized decibel meter) was developed in the Arduino®
platform. The sensor was calibrated and tested under specific conditions to
collect information, such as sound wave isolation by egg shells and SPL
values close to the embryos. Experimental incubations with treatments based
on the association between two noise SPLs of the hatcheries [70 or 90 dB (A)]
with, or without, the addition of species-specific vocalizations (natural
stimulus). These treatments were evaluated on embryo growth and hatch
responses (Chapter 4) and chicks performance in the first week of life
(Chapter 5). Against all expectations, egg exposure to the highest SPL, which
simulated the noise of commercial hatcheries, reduced the time necessary for
hatching, besides increasing the hatchability, as well as the quality of the navel
and hocks, of chicks. On the other hand, species-specific vocalizations were
only influential when they were associated with 70 dB SPL (A). The exposure
to lower NPS resulted in higher feed intake and lower feed conversion with
better results in exposure to 90 dB (A) or in the presence of vocalizations.
Finally, in Chapter 6, behavioral tests such as tonic immobility, social isolation
and open field tests applied to chicks hatching from the incubation treatments
described above. The tests comprised three post-hatching periods (24, 72 and
120 hours) and two conditions (silence or species-specific vocalizations in the
background). The effects of incubation treatments were just observed in some
responses and 24 hours after hatching. The exposure to the vocalizations
during embryonic development reduced chicks' movement and vocalization
level, which was associated with lower stress. It is concluded that sound
stimulation in hatcheries can alter productive responses and behavior of
chicks after hatching.

Keywords: Bioacoustics; Hatchability; Sound pressure level; Precision livestock
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1. INTRODUCAO

A avicultura de corte € uma das cadeias mais desenvolvidas da producao
animal. Sem fronteiras tecnolégicas e com um forte dinamismo entre as etapas
produtivas, em menos de 45 dias um lote de frangos estara pronto e abrindo
espaco para o inicio de um novo ciclo. Toda a evolugcdo da avicultura fez sua
histéria a partir da década de 60 e a producéo de frangos, entdo, ganhou impulso.
Surgiram novas tecnologias, ampliaram-se os cuidados quanto a nutricdo e a
sanidade animal e a importacdo de linhagens comerciais aprimorou o plantel
avicola. O sistema se segregou e se organizou em setores ressaltando, por
exemplo, a importancia dos matrizeiros e incubatérios.

Os incubatorios serdo o cerne deste estudo. Tal setor cumpre o seu papel
de receber e transformar ovos férteis no material de partida para um novo ciclo de
producdo, ou seja, os pintos de corte. Cerca de bilhdes de frangos sédo produzidos
por ano, com a exclusiva dependéncia da produgdo de pintos “chocados”
artificialmente. A producéo de frangos tende a crescer cada vez mais e a producao

de pintos de um dia também, exigindo capacidade e eficiéncia dos incubatorios.

O potencial brasileiro de producdo de pintos de corte em 1989 era de
cerca de 1,5 bilhdes e em 20 anos atingiu a marca de 6 bilhdes. Em 2015,
a producdo de pintos registrou 6,5 bilhdes de cabecas, com um
crescimento de 4,5% em relacdo a 2014. Em 2016, esse setor cresceu
ainda mais, decorrente da manutencdo da demanda por carne de frango
que chegou a 13,14 milhdes de toneladas (UBABEF, 2011; ABPA, 2016).

O periodo de 21 dias representa 40% do tempo de vida total de um frango
gue hoje é abatido com um pouco mais de um més. Disto, conclui-se que o
desenvolvimento embrionario das aves seja extremamente rapido e tudo o que
ocorre na incubacao esta estreitamente relacionado com este processo e com a
manutencdo do embrido, cujas consequéncias podem induzir as respostas na
eclosao afetando a viabilidade e a produtividade das novas aves.

A técnica da incubacéo artificial ndo € nova, desde muito tempo manipula-
se este processo para a obtencdo de muitas aves em um curto intervalo de tempo,
de modo que um dos aspectos mais importantes € o controle do ambiente fisico.

Partira-se do principio de que todo e qualquer estimulo do ambiente pode
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influenciar no desenvolvimento embrionario das aves. Portanto, ressalta-se que
todos os fatores inerentes a incubacdo devem ser explorados de forma integral.
Tém-se o conhecimento dos claros efeitos que a temperatura, a umidade e a
concentracdo de gases podem exercer, mas isso ainda é pouco para o futuro da
producédo zootécnica que busca novas respostas e novas maneiras de produzir.

Desde o inicio, a ideia desta pesquisa foi ir mais além e abordar um efeito
além dos ja conhecidos na incubacdo. Dentre os vérios fatores, o escolhido foi o
som. J4 é bem documentado que o ruido € uma fonte de estresse e que 0s sons
ritmicos séo fisicamente e mentalmente favoraveis para muitos dos seres vivos,
incluindo os animais de producédo em sua fase pré-natal. Embrides de mamiferos,
por exemplo, sdo capazes de responder a uma mausica ainda no ventre materno e
isso ocorre também para as aves, que, além de tudo, se desenvolvem em um ovo.

Os embrides de aves desenvolvem precocemente seu sistema auditivo e
séo capazes de processar sons externos antes de eclodirem. Na presenca de uma
galinha, os sons emitidos por ela tém um papel importante nos aspectos
comportamentais das crias, como a capacidade de adaptacdo e melhores
respostas apds a eclosdo. Entretanto, a incubacdo, em seu processo industrial,
trocou esses sons naturais da mée chocando seus ovos pelo “barulho” intenso e
constante das incubadoras, que garantem a manutencdo da temperatura para o
desenvolvimento embrionéario das aves.

Assim surgiram algumas questdes: a incubacao artificial que conhecemos
hoje poderia ser remodelada com a inclusdo do som como uma nova variavel? O
ruido dos incubatérios comerciais poderia ser reduzido, caso efeitos negativos
fossem comprovados? Vocalizacbes da espécie poderiam ser adicionadas como
uma proposta de melhoria do bem-estar no pds-eclosdo das aves?

Acreditamos que a exposicdo pré-eclosdo ao som possa decorrer em
efeitos relevantes no desenvolvimento embrionario e vida pés-eclosdo dos pintos
de corte. Chega-se ao objetivo principal deste estudo: investigar os efeitos da
estimulacdo sonora na incubacdo artificial de ovos, relacionando o ruido dos
incubatérios comerciais e a adicdo de vocalizagbes da espécie com respostas

fisiol6gicas, produtivas e comportamentais de pintos de corte.
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Como objetivos especificos pretende-se:

1. Desenvolver um sensor para mensurar o nivel de pressdo sonora no interior
de ovos destinados a incubacgéo e obter informacdes sobre o isolamento da

casca e magnitudes de NPS proximas ao embrido (Capitulo 3);

2. Avaliar o crescimento embrionario e respostas relacionadas a ecloséo de
pintos de corte que em sua vida embrionaria foram expostos a diferentes

estimulos sonoros (Capitulo 4);

3. Avaliar o desempenho na primeira semana de pintos de corte que em sua

vida embrionaria foram expostos a diferentes estimulos sonoros (Capitulo 5);

4. Avaliar o comportamento pés-eclosdo, por meio de testes especificos, de
pintos de corte considerando os efeitos residuais dos estimulos sonoros que

estes receberam no desenvolvimento embrionéario (Capitulo 6).

A presente tese € estruturada em seis Capitulos, os quais originardo 0s
artigos cientificos a serem publicados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aincubacéo artificial

2.1.1. Premissas

Os incubatérios comerciais produzem diariamente milhares de pintos de
um dia que sdo destinados as granjas de criacdo. Neste contexto, a busca por
indices produtivos cada vez melhores € incessante e inclui a maximizacdo da
eclodibilidade e a producédo de aves de qualidade (DECUYPERE; BRUGGEMAN,
2007; KING'ORI, 2011; BERGOUG et al., 2013).

Tullet (1990), em “Science and the Art of Incubation”, retrata a incubacao
artificial como um processo cuidadoso e extraordinario por resultar com grande
eficiéncia no nascimento de um animal, utilizando-se de meios ndo naturais. Para
iniciar esta discussdo trés principios descritos por Brake (1997) e Ricks et al.
(2003) sao imprescindiveis: (1) o desenvolvimento embrionario de uma ave ocorre
fora do corpo materno; (2) o tempo de incubacdo € extremamente rapido, de
apenas 21 dias; (3) e o ambiente fisico exerce grande influéncia na incubacao.

O ovo fértil é protegido por uma casca e internamente possui uma grande
guantidade de albumen e uma gema rica em nutrientes (BRAKE et al., 1997;
PERUZZI et al., 2012; RIDEOUT, 2012). Mesmo isolado, o meio interno do ovo
esta sujeito as variacdes do ambiente, sendo passivel de alteracdes que podem
comprometer 0s aspectos que regem o desenvolvimento embrionério.
Basicamente, enquanto o ovo fornece suporte para o embrido, o ambiente pode
alterar as trajetorias fisioldgicas e regulatorias do desenvolvimento (DECUYPERE
et al., 2001; TONA et al., 2005a; KING’ORI, 2011; TZSCHENTKE, 2012).

Em tese, o ambiente fisico ndo seria um problema para a producdo de
pintos de corte, visto que este é cuidadosamente controlado pelo processo de
incubacéo artificial. De acordo com Decuypere et al. (2001) e Bergoug et al. (2013),
0S incubatodrios possuem maquinas capazes de fornecer condi¢des ideais para o
desenvolvimento embrionario de espécies avicolas comerciais. Ha o controle da
temperatura, umidade, viragem dos ovos, concentracao de gases, etc.

Conhecer os fatores que influenciam a producdo de pintos de corte é

determinante na lucratividade dos incubatérios. Neste contexto, € importante frisar
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gue os resultados da incubacédo ndo dependem somente das taxas de eclosédo e
mortalidade, mas da qualidade das aves recém-eclodidas também (TONA et al.,
2005a; DECUYPERE; BRUGGEMAN, 2007). Considera-se que todos os padrbes
de desempenho na granja, saude, viabilidade, produtividade e qualidade fisica e
microbiolégica das aves tragam reflexos dos pintos recebidos dos incubatorios
(OVIEDO-RONDON, 2013; SOZCU; IPEK, 2015).

Na incubacao artificial se trabalha com o intuito de otimizar a ecloséo e a
gualidade dos pintos. Cabe a este trabalho continuar com essa linha e adentrar
mais afundo neste processo, em busca de outros fatores que também possam

influir no desenvolvimento embrionario.

2.1.2. A inddstria imitando a natureza

A prética de produzir aves artificialmente data de 3.000 anos, iniciada pelos
egipcios e chineses. Os ovos eram colocados em esterco, que, com 0 processo de
fermentacdo aquecia os mesmos e garantia a eclosdo. Ja as primeiras incubadoras
sdo citadas como grandes edificios de tijolos de barro, subdivididos em pequenos
guartos aquecidos por meio de fornos de carvdo (SUTCLIFFE, 1909; PANIAGO,
2005; DECUYPERE et al., 2013). Com o passar do tempo, elas evoluiram e no
século XX ja era possivel encontrar diferentes modelos, descritos por Sutcliffe
(1909) como modernos e eficientes para a época (Figura 1).

Figura 1. Modelos de incubadoras comerciais do século XX. Fonte: SUTCLIFFE (1909)
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A primeira incubadora elétrica foi desenvolvida pelo engenheiro norte-
americano Peter Sime em 1922 e o advento de termostatos auxiliou
demasiadamente neste processo (DECUYPERE et al., 2013). Posteriormente,
grandes maquinas acrescidas de tecnologia no controle do ambiente fisico e da
capacidade de incubar de uma uUnica vez milhares de ovos comecaram a ser
projetadas (RICKS et al., 2003; PANIAGO, 2005; MOLENAAR et al., 2010).

A evolugdo da incubacao artificial pode ser remetida ao progresso da
industria avicola, que ocorreu a partir de 1960. A producdo de carne de frango
aumentou e as consequéncias foram refletidas na capacidade das incubadoras que
tiveram que se adaptar para suportar este crescimento (UBABEF, 2011).

Segundo Virgini (2013), as incubadoras comerciais sao classificadas em:
prateleira de estagio multiplo; carrinho de estagio multiplo; e carrinho de estagio
anico. Peruzzi et al. (2012) e Oviedo-Ronddén (2013) mencionam que o estagio
multiplo, com diferentes lotes de ovos entrando e saindo simultaneamente, € o
mais utilizado nos incubatérios comerciais. Ademais, no estagio multiplo, aos 18 ou
19 dias de incubacdo, os ovos sao transferidos das incubadoras para oS
nascedouros. As condi¢cdes dos nascedouros sao similares e um dos principais
motivos desta transferéncia baseia-se ho aumento do espaco para a eclosédo e em
um maior controle sanitario (VIRGINI, 2013; VAN de VEN et al., 2009).

O que esperar do futuro da incubacdo? Sem davidas, a automacao que ira
assumir a maioria das etapas executadas manualmente, como a vacinacao,
separacdo das aves das cascas vazias e dos ovos ndo eclodidos. Para Oviedo-
Ronddén (2013), a tendéncia serd a concentracdo da incubacdo em centros
maiores, com a utilizacdo de equipamentos automatizados para o0 manejo dos ovos
e aves, além de sistemas de climatizacdo mais eficientes. Decuypere et al. (2013)
ja apontam a utilizacdo de sensores colocados nos embries para o controle da
temperatura das incubadoras, medicdo automética do peso dos ovos para o
controle da umidade e deteccao da bicagem para otimizacéo da janela de eclosao.

Independente de toda evolucdo uma coisa € fato: desde os quartos de
tijolos até as grandes e tecnoldgicas incubadoras/nascedouros, o principio é o
mesmo: fornecer aos ovos condigdes semelhantes aquelas fornecidas pela galinha
no choco (TULLET, 1990). O choco € uma caracteristica herdada, que, segundo
Broom e Fraser (2010), resume-se em um periodo de suspensao da postura e de

permanéncia da galinha no ninho para aquecer e cuidar dos ovos. Para King'ori



18

(2011), a galinha consegue mediar 0 que 0s ovos precisam, espalhando suas asas
e penas sobre eles para manté-los aquecidos. Com o bico e movimentos corporais
vira cada um, ora envolvendo alguns com suas penas inferiores, ora envolvendo
outros, para que todos possam entrar em contato com o calor do seu corpo.

Na incubacéo artificial, varios fatores rigidamente controlados na natureza
sdo reproduzidos com mais eficiéncia. Mas nem todos 0os componentes naturais
estdo presentes nas maquinas incubadoras e linhagens comerciais de hoje, o que
foi mencionado por Archer et al. (2009), King'ori (2011) e Tefera (2012). Chega-se
a um importante ponto de discussdo desta pesquisa, que a impulsiona em ir além

do que ja se sabe sobre a incubacéo.

2.1.3. Além da temperatura, umidade e viragem dos ovos

A incubacado artificial permitiu que a avicultura de corte aumentasse
significativamente o seu potencial produtivo. A eficiéncia deste processo, segundo
Peruzzi et al. (2012) e Bergoug et al. (2013), depende de muitos fatores, em
especial, do ambiente fisico. Uma imensidade de parametros ambientais pode
afetar o desenvolvimento embrionario e a eclosdo dos pintos de corte. Por muito
tempo, a grande preocupac¢ao da industria foi o controle da temperatura, umidade
relativa, viragem dos ovos e troca de gases nas incubadoras (TONA et al., 2005a,;
MEIJERHOF, 2003; DIXON et al., 2016; REIJIRINK; VAN der POL, 2016).

A temperatura é descrita como o fator mais importante e ndo se discorda. A
embriogénese das aves esta diretamente relacionada a uma faixa que se situa
entre 37,5 e 38 °C (DECUYPER et al., 2013; MOLENAAR et al., 2010; BERGOUG
et al., 2013). Taxas de mortalidade embrionaria, alteracdes no peso das aves e dos
orgaos, qualidade do umbigo e desempenho pés-eclosdo podem ser influenciadas
por temperaturas de incubacdo que se situam fora destes valores criticos
(MEIJERHOF, 2003; SOZCU; IPEK, 2015).

Paralelamente, a umidade relativa do ar ira determinar a perda de agua dos
ovos, que deve ser de 12 a 14% (DECUYPERE et al., 2003; MEIJERHOF,2003).
Se a umidade estiver abaixo do ideal, essa perda sera excessiva e comprometera o
desenvolvimento embrionario. Ao contrario, no excesso, 0S poros da casca se
fechardo, afetando a respiracdo e a viabilidade das aves (DECUYPERE et al.,
2003; OVIEDO-RONDON; MURAKAMI, 1998).
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Outros pontos bem determinados na incubacéo artificial sdo a viragem dos
ovos e a troca de gases. A viragem é um fendmeno natural realizado pelas
galinhas, inserido na incubacé&o artificial de forma mecéanica. Segundo Decuypere
et al. (2003) e Tona et al. (2005b), este mecanismo € fundamental ao
desenvolvimento embrionario e esta relacionado com a reducdo do mal
posicionamento e incidéncias de adesdo do embrido na casca. Além disso, permite
a distribuicdo equilibrada dos nutrientes do albumen para o embrido (GONZALES,
2003). Em relacéo a troca de gases, sabe-se que existe um fluxo de vapor d"agua,
oxigénio e dioxido de carbono pela casca e que niveis de ventilacdo e a condi¢cao
do ar irdo manter isso dentro do esperado (MEIJERHOF, 2003).

Os parametros fisicos apresentados sdo bem relatados e abordados na
incubagéao artificial. Por ora, ndo cabe aprofundar-se demasiadamente neles. De
acordo com Oviedo-Rondon (2013), novos desafios devem ser abordados e, junto

com as informacdes Decuypere (2003), apontam-se algumas tendéncias:

I.  Trabalhar com os reflexos da incubacdo em respostas produtivas no pos-

eclosdo: viabilidade, crescimento, reproducdo e conversao alimentar;

II. Conhecer mais o0s processos biolégicos que ocorrem durante a

embriogénese e manipulacdo do desenvolvimento;

[ll.  Adicionar questdes relacionadas ao bem-estar e ao comportamento natural

das aves na incubacéo artificial.

Para Molenaar et al. (2010) e Ozkan et al. (2012), outros fatores do
ambiente também necessitam de uma investigacdo mais profunda na incubacéo.
Chega-se a um ponto em que novas hip6teses precisam ser levantadas e testadas,
0 que motiva essa discussao a ir “além da temperatura, umidade e viragem dos
ovos”. Por exemplo, industrialmente os ovos séao incubados no escuro, no entanto,
alguns resultados tém demonstrado que a estimulacdo luminosa é capaz de
acelerar o desenvolvimento embrionario e melhorar repostas produtivas,
fisiolégicas e comportamentais das aves recém-eclodidas (ROZENBOIM et al.,
2004; ARCHER et al., 2009; ARCHER; MENCH, 2013). Ozkan et al. (2012) e Huth;

Archer (2015) descobriram que a luminosidade na incubagao pode resultar em
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menos estresse e melhor adaptacdo das aves ao ambiente pds-eclosdo. Assim
como a luz, o ambiente acustico (bioacustica) é apontado como mais um fator
consideravel na incubacao artificial de ovos, sendo o foco desta revisdo e deste

estudo como um todo.

2.2. Estimulos sonoros na incubacéo de ovos férteis

2.2.1. O porqué da estimulagdo sonora

Segundo Tong et al. (2013), a capacidade de um embrido responder ao
ambiente de incubacdo e ajustar o seu desenvolvimento é fundamental. Assim,
partira-se do principio de que todo e qualquer estimulo possa se relacionar com a
formacéao e integracdo de seu organismo.

Tzschentke (2012) explica que o desenvolvimento embrionario das aves é
um processo complexo e dependente da interacdo de fatores genéticos e
ambientais. O mesmo afirma que para que haja um estado 6timo, as aves precisam
da estimulagcdo ambiental, particularmente nos ultimos dias de incubacgdo, um
periodo em que muitos mecanismos fisiologicos estdo em fase final de formacéo.
Tzschentke (2012) cita como exemplos de estimulos embrionarios as variacdes de
temperatura, utilizacéo de ciclos de claro e escuro e a aplicacao de sons.

Ndo sdo poucos os estudos que trazem o ambiente acustico pré-natal
como uma varidvel importante e influente para os animais, sejam aves ou
mamiferos. No caso das aves, a audicdo € o segundo sentido mais importante,
além do fato de que o sistema auditivo delas é desenvolvido precocemente,
permitindo que, mesmo na vida embrionaria, haja recepcdo e resposta aos
estimulos acusticos (GRIER et al.,, 1967; ALLADI et al.,, 2002; DOOLING, 2002;
JONES et al., 2006; RUMPF; TZSCHENTKE, 2010; KESAR, 2013).

Para continuar esta discussdo na Figura 2 sdo apresentados os trés
principios que ressalvam o “porqué da estimulacdo sonora na incubacéo de ovos

férteis”, que serdo mais desenvolvidos nos préximos topicos.
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*Embrides de aves se desenvolvem em incubadoras artificiais onde
séo privados de estimulos naturais comuns a espécie;

*As aves comerciais possuem um sistema auditivo com
desenvolvimento precoce e responsivo antes da ecloséo;

*Existem evidéncias de uma gama de efeitos fisiolégicos e
comportamentais decorrentes da exposi¢céo no pré-eclosio ao som.

Figura 2. Principios do estudo da estimula¢@o sonora na incubagédo de ovos férteis

2.2.2. O sistema auditivo das aves

Para que ocorra a percep¢ao e a comunicacao acustica ainda no periodo
de desenvolvimento embrionario das aves comerciais, uma primeira condicdo €&
necessaria: a sensibilidade auditiva dos embrides. E isso € possivel? Sim, visto que
estes animais ouvem e sdo capazes de produzir e perceber sons antes mesmo da
ecloséo, o que foi provado em pesquisas como a de Jones et al. (2006), que trata
propriamente da emergéncia da audicdo em Gallus gallus domesticus.

As aves possuem dois ouvidos desprovidos de um pavilhdo auditivo. As
penas ao redor do meato acustico (abertura auditiva) canalizam as ondas sonoras
para o ouvido médio, onde estid a membrana timpanica. A recep¢do do som por
essa membrana faz vibrar um Unico ossiculo com dois subcomponentes, a
columela e a subcolumela, responsaveis por transmitir as vibracfes recebidas para
a coclea (ouvido interno). O ouvido interno desencadeia a andlise inicial das ondas
sonoras, por meio de inUmeras células receptoras ciliadas, ou seja, terminacdes
nervosas que traduzem o som em potenciais de acado para o nervo auditivo do
encéfalo (MFILLER; SCHEICH, 1985; KIEFER; 1999; KUBKE; CARR, 2000).

O grande ponto desta discussdo é que a audicdo destes animais se inicie
no periodo embrionario. Em cerca de 48 horas o coracdo do embrido ja esta
batendo e o sistema nervoso central progride substancialmente até a eclosdo. Ao
longo disto, os mecanismos sensoriais tornam-se evidentes e funcionais, na
sequéncia: tato, audicdo, visdo e olfato (HAMBURGER; HAMILTON, 1992;
MELLOR; DIESCH, 2007; TONG et al., 2013).
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Segundo Tong et al. (2013) a diferenciacdo citologica das células
receptoras ciliadas ocorre entre 0 8° e 0 10° dia de incubac&o. Lembrando que séo
estas as células que codificam o sinal sonoro e intermediam o sistema auditivo com
0 nervoso. Jones; Jones (1995) e Jones et al. (2006) observaram que, apesar do
desenvolvimento, a audicdo efetiva se inicia em torno do 15° dia de
desenvolvimento. O que levou Jones et al. (2006) a dividirem o desenvolvimento da
audicdo das aves em dois periodos: o da pré-audicdo e o de audicdo j4 efetiva.
Deste modo, sugere-se que a diferenciacéo e as primeiras atividades nervosas das
células ciliadas da coclea ocorram entre 0 10° e o 15° de incubacado, o que seria
considerado como o primeiro periodo. Entre 16° e 19° dia, o sistema auditivo
estaria pronto para detectar e codificar o som de forma completa, ou seja, 0 marco
da audicéo verdadeira destes animais (JONES et al., 2006; KESAR, 2013).

2.2.3. Aspectos fisicos da audicéo

Perante o exposto, afirma-se que as aves ouvem antes mesmo de
eclodirem. Mas aqui cabe outra questdo: o que podemos considerar como
audicdo? Dooling (2002) afirma que ouvir é a capacidade que um organismo Vivo
tem em perceber um som e responder a ele. Assume-se que o som tenha uma
variedade de efeitos nos animais, que, para Cheng et al. (2010) e Broucek (2014)
podem mediar padrdes fisicos e psicolégicos destes.

O som é descrito como uma onda longitudinal que culmina com variacées
de pressdo em um meio, como o ar, agua, ou um sélido (HALLIDAY et al., 2012). A
sensibilidade e a percepcédo a uma onda sonora por um organismo dependem de
propriedades fisicas, como a intensidade, frequéncia, duracdo da exposicéo,
estado fisioldgico, etc. (CASTELHANO; BAUMANS, 2009; BROUCEK, 2014).

A frequéncia (f) € o numero de oscilagbes por segundo do movimento
vibratorio do som no meio de propagacao, cuja unidade é determinada em Hertz
(Hz). Os sons sédo complexos e tratam-se de combinacdes de varias frequéncias
superpostas. Se designam por sons audiveis aqueles que uma determinada
espécie é capaz de ouvir, por exemplo, o aparelho auditivo humano esta limitado a
ouvir frequéncias entre 20 Hz e 20.000 Hz (HALLIDAY et al., 2012). Tal limitag&o é

dada pela ativacdo das fibras nervosas auditivas, associadas as células ciliadas da



23

coclea. Resumidamente, para essa espécie ndo ocorre a vibracdo das células
auditivas para sons abaixo de 20 Hz ou acima de 20.000 Hz (JONES et al., 2006).

Autores como Kiefer (1999), Dooling (2002) e Jain et al. (2004) explicam
que as aves, em geral, limitam-se a uma faixa de frequéncias entre 100 Hz (sons
graves) e 6000 Hz (sons agudos), com sensibilidade maxima entre 800 Hz e 2000
Hz (HOU et al, 1973). Ainda, acredita-se que, no periodo inicial de
desenvolvimento, os embrides sejam sensiveis somente as frequéncias mais
baixas (100 a 1600 Hz), tornando-se maduros e aptos as frequéncias mais altas a
partir do 16° dia de incubacdo (JONES; JONES, 1995; JAIN et al., 2004).

Segundo Fernandes (2002), a intensidade do som é a quantidade de
energia contida no movimento vibratério da onda sonora que pode ser quantificada
pela pressdo que estd exerce no meio em que se propaga. Esta medida traz a
intensidade que um som é percebido pelo ouvido, definindo se este é fraco ou forte,
0 que se denomina popularmente por volume. O dultimo autor exemplifica a
intensidade do som para a audicdo dos humanos, 0s quais sao capazes de
perceber variacdes de 10 16 W/cm? (limiar de audibilidade) a até 102 W/cm? (limiar
da dor), uma diferenca de cem trilhdes de vezes em escala linear.

As demais espécies animais apresentam um limiar de audi¢cdo semelhante
ao dos humanos. Por se tratar de uma faixa muito ampla, a intensidade sonora é
convencionalmente empregada em escala logaritmica e passa a ser denominada
de nivel de intensidade/pressédo sonora, cuja unidade é conhecida como decibel
(dB) (BROUCEK, 2014). Nesta escala, Brougek (2014) informa que a maioria dos
organismos respondem a niveis de 0 dB a até 140 dB. No caso das aves
domésticas, Chloupek et al. (2009), em seu estudo levanta uma série de efeitos
danosos decorrentes da exposicao superior a 80 dB.

Associando-se o nivel de pressdo sonora com a gama de frequéncias
audiveis de uma espécie, chega-se ao conceito de audibilidade. De acordo com
Dooling (2002), eis uma das medidas mais representativas da sensac¢ao auditiva de
um organismo, que pode ser visualizada por meio de curvas que variam de espécie
para espécie. Basicamente, a curva de audibilidade traz que a sensibilidade do
ouvido muda em funcdo da frequéncia do som. Castelhano; Baumans (2009)
complementam que aspectos intrinsecos aos proprios organismos (espécie, idade
e estado fisioldgico) e a experiéncia prévia influenciam no modo em que um animal

percebe o som. Tal fato, naturalmente garante uma certa subjetividade e alguns
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desafios na determinacao de aspectos relacionados a audicdo dos animais, como o
caso das aves. Isso embarga a necessidade de mais informacdes e comparacdes

com pesquisas ja realizadas.

2.2.4. A estimulacao sonora naincubacéo de ovos férteis

Ha tempos relatou-se uma preocupacdo de produtores de frangos com as
bases aéreas nas proximidades de suas producbes, eles acreditavam que o
barulho provocado pelos avides poderia afetar a eclodibilidade de ovos incubados
(STADELMAN, 1958). Em sequéncia, Grier et al. (1967) sugeriram com mais
propriedade que a estimulacdo sonora teria efeitos no desenvolvimento
embrionéario das aves. A hipotese destes Ultimos autores teve fundamento e como
resultados eles reportaram a “nitida atragdo” dos pintos recém-eclodidos pelo
mesmo estimulo que receberam no periodo embrionario, provando que as funcdes
do sistema auditivo se desenvolvem antes da eclosdo e, talvez mais importante,
gue estes eventos podem influenciar em muitas questdes da vida pos-eclosao.

Neste historico, cabe apresentar a proposta de Foster et al. (1995) que
resultou em na patente, US5383424 — A, com uma sequéncia de gravacdes com
vocalizacdes naturais para serem utilizadas na incubacéo artificial, alegando que
isso poderia melhorar a quantidade e a qualidade de pintos eclodidos, além de
alterar o tempo de ecloséo e reduzir o estresse das aves no inicio de suas vidas.

O estudo sobre o efeito do ambiente acustico no desenvolvimento
embrionario das aves ndo parou por ai. Recentemente, Mariette; Buchanan (2016)
tiveram os resultados de sua pesquisa bastante divulgados. Estes autores
provaram gque os embrides de mandarim podem receber e codificar sons externos e
de que os pais podem usar destas capacidades para alterar trajetérias de
desenvolvimento de sua prole. Em uma entrevista & BBC News (Zebra finch “heat
song” changes hatching development: JONATHAN WEBB, 2016), enfatizaram que
0 som pré-eclosao teria mais impacto nas aves do que 0s mesmos imaginavam.

A Tabela 1 traz as principais referéncias que avaliaram a estimulacao

sonora na incubacéo, seguidas de seus objetivos.
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Tabela 1. Artigos que trataram da estimulacdo sonora na incubacéo artificial de espécies avicolas

comerciais
Referéncia

WADHWA et al. (1999)

ALLADI et al. (2002)

JAIN et al. (2004)

ALLADI et al. (2005)

VETERANY et al. (2005)

CHAUDHURY et al. (2009)

HARSHAW; LICKLITER
(2011)

KAUSER et al. (2011)

SOLDATOVA (2011)

KESAR (2013)

SANYAL et al. (2013a)

SANYAL et al. (2013b)

Local de publicacéo

Int. J. Devl. Neuroscience

Neuroscience

Indian J. Physiol.
Pharmacol.

Int. J. Devl. Neuroscience

Journal of Agricultural

Sciences

Synapse

Devl. Psychobiology

Devl. Neuroscience

Russian J. of Devl. Biology

J. Anatomical S. of india

Plos One

Int. J. Devl. Neuroscience

Objetivos
Avaliar a estimulacdo sonora no desenvolvimento dos
ndcleos auditivos do tronco encefélico. Tratamentos:
controle, incubadora com som atenuado e grupos com
vocalizacdes da espécie e musica sitar - 65 dB (A)
Avaliar a estimulacéo pré-natal na expressdo de proteinas
sinapticas dos nucleos auditivos do tronco cerebral. Os
embribes (Gallus domesticus) receberam sons de chamadas
da espécies e notas musicais de Sitar — 65 dB (A).
Avaliar as preferéncias auditivas p6s-eclosdo, em diferentes
periodos (12 a 96 horas, pds-ecloséo). Estimulacéo auditiva
com chamadas maternas e musica - 65 dB (A).
Avaliar o efeito da estimulagdo sonora na morte celular
apoptotica e expressdo de Bcl-2 usando. Os embriGes
(Gallus domesticus) receberam sons de chamadas da
espécies e notas musicais de Sitar — 65 dB (A).
Estudo da utilizagdo de som na incubacdo artificial
considerando o peso do ovo. Utilizagdo de um som artificial
produzido por um gerador com variagdo de 10 a 20 dB (A)
Investigar a densidade sinaptica nas regides dorsais e
ventrais do hipocampo de pintos (Gallus domesticus) com
estimulacdo auditiva pré-natal. Os tratamentos foram
chamados da espécie e musica sitar — 65 dB (A)
A exposicdo de embrides de codorna (Coturnix japonica) as
da espécie a 65 dB (A)

significativamente a preferéncia por estas chamadas ap6s a

vocalizagbes aumentou
ecloséo das aves

Estudo da estimulagdo sonora na incubacgdo artificial com
musica ritmica - 65 dB - na aprendizagem espacial, memoria
e estresse ao isolamento de pintos de corte (Gallus
domesticus).

Avaliar a influéncia acUstica em processos metabélicos no
periodo final de incuba¢cdo com sons de embrides no
momento da eclosdo a 80 dB (A).

Investigar o efeito do ruido crénico - 110 dB - no
crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso na vida
embrionario de pintos de corte (Gallus domesticus).

Avaliar os efeitos de niveis sonoros elevados - 110 dB — de
musica ritmica e ruido nos niveis de noradrenalina

plasmatica, expressdo de proteinas sinapticas no
hipocampo e comportamento espacial dos pintos (Gallus

domesticus) ap6s a eclosao.

Determinar os efeitos da estimulagcdo pré-natal (Gallus
domesticus) com sons de buzina (ruido) e musica sitar, a
niveis elevados de presséo sonora - 110 dB - no nimero
total de neurdnios, area nuclear neuronal e volume de tronco

cerebral.



Continuacéo Tabela 1
Avaliar a estimulag@o auditiva na modulacéo pés-ecloséo e
ROY et al. (2013) Devl. Neurobiology desenvolvimento do sistema auditivo e visual de pintos de
linhagem comercial.
Avaliar os efeitos da estimulacdo pré-natal com musica na
ROY et al. (2014) J. Bioscience remodelacéo do cértex auditivo e no campo visual de pintos
(Gallus domesticus). Tratamentos: musica sitar -65 dB
Investigar os efeitos da estimulagdo sonora com

- ) vocalizacdes da espécie - 72 dB - no desenvolvimento dos
TONG et al. (2015) British Poultry Science » ) . R
embrides, desempenho poés-eclosdo e parametros

sanguineos.

Uma gama de pesquisas ja foi desenvolvida abordando precisamente os
efeitos da estimulacdo sonora no desenvolvimento de ovos incubados
artificialmente.  Muitos dos  artigos apresentam um cunho mais
fisiologico/anatébmico, sobretudo, voltado para a neurologia. Sendo a espécie
Gallus gallus domesticus utilizada como modelo de estudo, em funcdo de seu
rapido desenvolvimento embrionério e facilidade de manipulacdo dos embrides,
como o explicado por Wadhwa et al. (1999), Alladi et al. (2002) e outros.

Percebe-se que foram testados diferentes tratamentos, que incluem tipos
de estimulo sonoros (musica ritmica, ruidos, e vocalizacdes da prépria espécie) e
combinac¢des com niveis de pressdo sonora “aceitaveis” ou “elevados”. No geral, 0s
resultados retratam efeitos diretos do som no desenvolvimento embrionario de aves
domésticas, o que esta relacionado com a modulacdo do sistema auditivo e
nervoso, com o comportamento, aprendizagem e preferéncias apos a eclosao.

A pesquisa de Tong et al. (2015) foi a Unica que visou a aplicacdo deste
estimulo na avicultura comercial, com a justificativa de que na incubacéo artificial
componentes maternos foram eliminados. Estes avaliaram o efeito da adicdo de
vocalizacdes naturais no tempo de eclosao, eclodibilidade, massa corporal, peso
dos oOrgdos e parametros sanguineos foram avaliadas, mas poucos efeitos
significativos foram encontrados, o que foi contra a expectativa dos pesquisadores.

Outros trabalhos, como os de Jain et al. (2004), Harshaw; Lickliter (2011),
Kauser et al. (2011) e até mesmo de Sanyal et al. (2013a) abordaram os efeitos da
estimulacdo sonora recebida no periodo embrionario no comportamento poés-
ecloséo das aves. De um modo geral, estes autores concluem que a exposi¢cao ao

som ainda na vida embrionaria desempenha um importante papel no
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desenvolvimento de preferéncias perceptivas e na capacidade do reconhecimento
do mesmo som, bem como na reducdo de comportamentos de medo e fuga.
Kauser et a. (2011) e Roy et al. (2014) explicam que os efeitos da
estimulacdo sonora na incubacédo dependem de fatores como o tipo de som,
intensidade e frequéncia, além do tempo de estimulacédo. Por exemplo, o ruido é
caracterizado como um estimulo negativo por se tratar de um som nédo periédico e
sem harmonia, que muda em termos de frequéncia e intensidade constantemente.
A exposicdo ao ruido na vida embrionaria pode danificar o desenvolvimento
cerebral, com a reducéo na quantidade e tamanho dos neurdnios (KESAR, 2013).
Do ponto de vista fisiologico, qualguer mudanca ambiental afeta
criticamente o desenvolvimento do cérebro na vida embrionéria dos animais, visto
que, a atividade neural é impulsionada pelas experiéncias sensoriais que regulam e
refinam os circuitos nervosos durante este desenvolvimento. Por isso, efeitos no
pos-eclosdo como a facilidade de aprendizado, melhor coordenacéo e orientacédo
espacial sdo mencionados (CHAUDHURY et al., 2009; KAUSER et al., 2011).
Autores como Westman; Walters (1981) e Ziki¢ et al. (2011) explicam que,
guando o som é processado pelo sistema nervoso central ele altera o equilibrio
fisiolégico dos animais, diante disto uma série de consequéncias podem ser
observadas, como alteracdes cardiovasculares, hormonais e neurolégicas, como

demonstra a Figura 3, com adaptacdes do proposto por Gustin (2003).

N _ Alteraces no Comunicagéo com o
Percepgéo ao ambiente desenr\goclglsrr;:rr:]tgn(:tgrggral e organismo. Ex.
- estimulos sonorona > pro : ! —> cortex adrenal
incubaczo informagdes .
(hitpotalamo - hipéfese) (Corticosterona)

Alteracdes em fungdes
3 vitais (respiracao, disgestéo, > Alteracdes no crescimento e
circulagéo, respostas comportamentais
termoreegulagéo, etc.)

Alteracdes no metabolismo

Figura 3. Fisiologia adaptativa dos embrides de aves sob condi¢cdes anormais. Adaptado de Gustin
(2003): Manejo da Incubacéo — 22 Edigcéo

O cérebro é responsavel por receber sinais internos/externos. Os neurénios
recebem, identificam, interagem e interpretam estimulos sensoriais de entrada e

em seguida produzem impulsos eletroquimicos que sdo transmitidos para 0s
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orgaos efetores do corpo (musculos e glandulas), culminando com diferentes
respostas (CHENG, 2010). Por mais, € valido reforcar que o sistema nervoso
central apresenta uma notavel plasticidade e pode ser significativamente alterado
em funcdo do ambiente, sobretudo, na fase de desenvolvimento destas estruturas
(OLIVA et al., 2009; NAKAMORI et al., 2013). A maioria dos resultados referentes a
estimulacdo sonora demonstra bem isso: os neurbnios da area auditiva cerebral
sdo susceptiveis as alteracdes decorrentes desta exposicao (KESAR, 2013).

Wadhwa et al. (1999), Chaudhury et al. (2009), Sanyal et al. (2013a),
Sanyal (2013b) e Roy et al. (2014) provaram gque muitos padrdes neuronais Sao
alterados perante a exposicdo sonora no desenvolvimento embrionario das aves,
como o caso do aumento do tamanho de neurdnios e expressdo de proteinas
sinpticas. De acordo com Wright et al. (2007), essas alteracdes relacionam-se ao
desempenho cognitivo e comportamental dos animais. Por isso, sdo também
realizados testes comportamentais com as aves, incluindo o isolamento social, a
percepcao ao ambiente e reacdes de medo (JAIN et al., 2004).

Estes resultados, apesar de direcionados para a neurociéncia, sdo validos
para as pesquisas de interesse animal. Entretanto, questbes que regem a
incubacéo artificial do ponto de vista produtivo e que poderiam estar sujeitas aos
efeitos da estimulacdo sonora foram pouco vistas, como 0 caso da sincronizacao
das eclosdes, taxas de eclosdo e posterior viabilidade das aves, justamente, em
funcao de alteracdes nas capacidades cognitivas.

2.3. A estimulacdo sonora embrionaria e as relagbes com o comportamento

pés-eclosdo e o bem-estar de aves domésticas

As linhagens comerciais de aves sdo descendentes das espécies
vermelhas da selva (red junglefowl) e ainda possuem comportamentos inatos a
elas. Por exemplo, as crias caracterizam-se por sua precocidade, com capacidades
motoras e sensoriais bem desenvolvidas na eclosdo (KONISHI, 1973; AL-NASSER
et al.,, 2007; BROOM; FRASER, 2010). Segundo Savory; Hughes (2010), quando
saem dos ovos, 0s pintos ja possuem o corpo coberto por penugens e os olhos
abertos, estando aptos a procurarem alimento e uma fonte de calor.

Para a avicultura, as caracteristicas descritas anteriormente sdo de grande

vantagem, visto que, nos atuais sistemas produtivos, 0s pintos eclodem em
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incubadoras artificiais e sdo alojados em granjas sem a necessidade de qualquer
estimulo/cuidado parental (EDGAR et al.,, 2016). Nesta discussdo ha um
contraponto: na natureza, as crias de galinaceos demandam de estratégias para o
reconhecimento da mae, que segundo Harlow (1958) ira ensinar questdes como a
localizac&o e escolha de bons alimentos, além de fornecer protecéo e calor.

Broom; Fraser (2010) e Tefera (2012) sustentam que as aves, no geral,
apresentam um forte vinculo materno-filial pés-ecloséo, o que se inicia por meio da
comunicacéo vocal, auditiva e visual, inseridas em um processo de imprinting filial:
um tipo de aprendizagem de recém-nascidos. O imprinting baseia-se na fixacao da
cria pelo primeiro individuo/objeto com o qual ela tenha contato (TZSCHENTKE;
PLAGEMANN, 2006; TEFERA, 2012; NAKAMORI et al., 2013).

Dos varios estimulos envolvidos no imprinting sera focada a comunicacéo
vocal-auditiva entre a galinha e os pintos recém-eclodidos, o que segundo Field et
al. (2007), facilita o reconhecimento e a posterior retencdo de memaoria. Assume-se
que os galinaceos emitam pelo menos 30 tipos diferentes de sons (BROOM;
FRASER, 2010; TEFERA, 2012). Collias; Joos (1953) e Edgar et al. (2016) tratam
dos sons maternos, emitidos pelas galinhas em choco ou quando estas ja estdo
com os pintos eclodidos. Tais vocalizacfes sdo classificadas em chamadas de

atracdo, alimentacdo e descanso, assim como resume a Figura 4.

CHAMADAS DE ATRACAO

Cacarejar natural da galinha, em uma sequéncia rapida e
espacada de vocalizacdes, caracterizadas por frequéncias mais

baixas. @
CHAMADAS DE ALIMENTAQAO

Sons emitidos em uma série de notas em sequéncia rapida e
enfatica Caracteriza-se por frequéncias mais altas. @

CHAMADAS DE DESCANSO

Sons longos e baixos, € como uma vocalizagdo de ronronar,
emitidos em frequéncias mais baixas.

Figura 4. Tipos de chamadas maternas. Adaptado de Collias e Joos (1953), Gill; Bierema (2013) e
Edgar et al. (2016)

Kent (1993) complementa que o0s pintos seguem os sons da mae, que sao
repetitivos, de baixa frequéncia (600 Hz) e a 65 dB. Por outro lado, os pintos tém
como principais sinais sonoros as chamadas de socorro e os chilros de conforto,
que determinam o equilibrio basico de seguranca e inseguranca que governam o0

seu comportamento inicial. As chamadas de socorro sdo mais altas e espacadas
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(repetidas menos vezes por segundo) e os chilros mais baixos, repetidos e emitidos
sem a abertura do bico (COLLIAS; JOOS, 1953; BROOM; FRASER, 2010).

Sem duvidas, a capacidade de identificacdo, atracdo e comunicacao vocal
aparece muito cedo nas aves precociais e atua como uma estratégia evolutiva
importante para a sobrevivéncia dos filhotes. Ademais, atenta-se para o fato de que
a comunicacao vocal/auditiva entre a galinha e os pintos se inicie antes mesmos da
ecloséo (GRIER, 1967; KONISHI, 1973; GILL; BIEREMA, 2013). Durante o choco,
a mae produz sons dirigidos para os ovos (RUMPF; TZSCHENTKE, 2010;
SOLDATOVA et al., 2011; TEFERA, 2012; TONG et al., 2015).

Mariette e Buchanan (2016) explicam que a presenca das chamadas
maternas no desenvolvimento embrionario das aves associa-se as alteracdes
fisioldgicas dos embrides e isso influenciara no crescimento e viabilidade futura da
ninhada. Para Bailey (1983) e Field et al. (2007), a pré-exposi¢cdo a esses sons
sensibiliza os pintos ao que eles irdo ouvir apos a eclosdo, 0 que pode exercer
fortes influéncias no desenvolvimento pés-ecloséo e aprendizagem.

Os proprios pintos vocalizam dentro do ovo na fase final de
desenvolvimento, produzindo as primeiras chamadas assim que furam a camara de
ar, o que ocorre simultaneamente ao inicio da respiracdao (RUMPF; TZSCHENTKE,
2010; TONG et al., 2013). Essa ultima informacao foi comprovada por Bamelis et
al. (2005), os quais inferiram a quantidade de energia do som produzido pelos
embrides. Para estes, pelo som é possivel detectar exatamente quando os pintos
irdo eclodir, o que também pode ser utilizado na definicdo da janela de ecloséo.

E como a estimulacdo sonora embrionaria poderia se associar a questdes
de bem-estar animal? Tém-se claramente que nos atuais sistemas de producdo,
além dos procedimentos diretos que podem afligir a integridade fisica/psicologica
dos animais, sdo impostos desvios as condi¢cdes naturais das espécies, como as
altas densidades, perda de contato com companheiros/familiares, exposicdo a
situacbes desconhecidas e aos seres humanos (CHENG, 2010; SAVORY;
HUGHES, 2010; ERICSSON, 2016). A avicultura de corte ndo foge da regra, varios
meios e manejos sao identificados como fontes potenciais de estresse, 0 que
também inclui a fase inicial de vida das aves.

Além do estresse imposto pelos processos envolvidos na incubacgéo
artificial, como a vacinacao, variagcbes de temperatura, tempo de espera, etc.

defende-se que os pintos recém-eclodidos também necessitam de condigbes
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relacionadas a sua vida natural (RODEN; WECHSLER, 1998; TZSCHENTKE;
PLAGEMANN, 2006; AL-NASSER et al., 2007; CHENG, 2010; JACOBS et al.,
2016). Roden; Wechsler (1998) e Broom; Fraser (2010) acentuam que estimulos
naturais, como os maternos, sao de grande importancia para a aprendizagem e
sobrevivéncia das crias, de modo que a auséncia destes fatores pode resultar em
condicbes pobres de bem-estar. Neste contexto, métodos de enriquecimento
relacionados a natureza das espécies s&o uma opcao (DAVILA et al., 2011).

A terminologia “enriquecimento ambiental” relaciona-se as modificagbes do
ambiente, que, de acordo com Newberry (1995), implicam em uma melhoria e no
aumento da complexidade deste local. Jones (1996) e Leone; Estévez (2008)
explicam que o objetivo da utilizagdo de um enriquecimento é suprir as
necessidades biologicas, promover e incentivar os comportamentos naturais. Como
exemplos, traz-se a Figura 5A/B, com formas de trabalho no ambiente relacionadas

diretamente ao comportamento materno-filial dos galinaceos.

A
Figura 5. Robd com movimentos e fonte de calor simulando a mée (A). Fonte: Margerie et al. (2011)

franjas utilizadas em um aviario comercial para simular o escuro e o calor da méae (B).
Fonte: Edgar et al. (2016) créditos: Anne-Marie Gilani

L = B

Nos exemplos anteriores, Margerie et al. (2011) utilizaram um robd para
simular o movimento da galinha, o que para estes € importante no desenvolvimento
normal do comportamento espacial das aves jovens. Ja na Figura 5B, o ambiente
escuro fornecido por meio de cortinas também é um exemplo para suprir a falta
materna nas granjas (EDGAR et al., 2016). Em ambos os casos, a mae substituta
fornece aos pintos jovens uma fonte de seguranca e conforto (HARLOW, 1958).
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Para Jones (2002) a estimulacdo ambiental em suas diferentes formas
(visual, auditiva, olfativa ou tatil) pode melhorar a qualidade de vida das aves de
producdo. Conjuntamente com Alworth et al. (2013), Jones (2002) explica que,
dentre os vérios estimulos e estratégias, o som é uma das formas mais praticas e
faceis de enriqguecer um ambiente e prover melhorias no bem-estar animal. Field et
al. (2007) mencionam que a exposicdo a estimulos sonoros (ritmicos e
sincronizados) pode aprimorar a memoria e o aprendizado de pintos, seguindo
recomendacdes como de Chan et al. (2010) e Davila et al. (2011) que levam em
consideracao tipos de som e faixas de frequéncias que as espécies utilizam.

Neste ponto entrelacam-se as informacfes do inicio desta discusséo, que
levantou o processo de incubacdo artificial como uma técnica fundamental a
avicultura, entretanto, substituindo o ambiente natural (galinha chocando os ovos)
pelas maquinas que incubam de uma Uunica vez milhares de ovos férteis,
guestionando-se: até que ponto isso teria influéncias sobre as aves?

Segundo Dixon et al. (2016), as experiéncias na vida pré-natal podem
determinar o quao bem um animal se encaixara em seu ambiente ap0s a ecloséo.
Assim, qualquer forma de estimulacdo na fase embrionaria, se positiva, pode
promover condi¢cdes favoraveis a vida das aves (TZSCHENTKE, 2012). Broom e
Fraser (2010) e Harshaw; Lickliter (2011) discorrem que, mesmo durante a
incubacdo as aves domésticas sdo ativas e essa atividade inclui a audicdo e a
vocalizacdo. Tais autores sugerem que este seja 0 inicio do contato materno-filial,
no caso, na forma de chamadas dos pintinhos e de reacdo as chamadas da mae.

Sem duvidas manter integralmente uma condicdo natural as espécies de
producdo ndo é viavel, por isso, trabalha-se a possibilidade de simular aspectos do
cuidado materno utilizando vocalizagcbes, o que levaria a melhores condi¢cbes de
bem-estar aos pintos recém-eclodidos (EDGAR et al., 2015; EDGAR, 2016). Em
outras palavras, trata-se aqui sobre enriquecer o ambiente da incubacéo artificial

com sons da espécie como forma de melhorar o bem-estar dos pintos de corte.
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3. SENSOR PARA ESTIMAR O NIVEL DE PRESSAO SONORA EM
OVOS

RESUMO

Antes de avaliar os efeitos da estimulacdo sonora no desenvolvimento
embrionario de aves domeésticas uma questéao inicial foi levantada: a que nivel de
pressdo sonora (NPS) um embrido no interior de um ovo estaria exposto? Esta
pergunta motivou o objetivo desta pesquisa que foi o desenvolvimento de um
sensor de tamanho reduzido (decibelimetro miniaturizado) para quantificar o NPS
no interior de ovos incubados artificialmente (microambientes). O sensor foi
desenvolvido com o microprocessador Arduino®, um circuito amplificador padrédo e
microfones de eletreto. Calibracdes foram realizadas com um decibelimetro
comercial, constatando-se a capacidade de resposta do sensor proposto. Todavia,
a conversao direta para a escala decibel ndo foi possivel, o que demandou a
utilizacdo de modelos mateméticos para isso. A aplicacdo do sensor em estudos
voltados a incubacéao artificial comprovou a capacidade de isolamento acustico da
casca dos ovos. Mas, verificou-se que o NPS interno (camara de ar), para uma
exposicao externa de 90 dB (A) é elevado e supostamente perceptivel aos
embrides, o que é de validade para as pesquisas de bioacustica na incubacéo.

Palavras-chave: Arduino®; Casca do ovo; Decibelimetro; Isolamento acustico

ABSTRACT

Before assessing the effects of sound stimuli on the embryonic
development of poultry, the current study asked the following question: what sound
pressure level (SPL) would embryos inside eggs be exposed to? This question
motivated the objective of this research that was developed a reduced-size sensor
(miniaturized decibel meter) to help measuring SPL inside artificially-incubated eggs
(microenvironments). The sensor was developed by using the Arduino®
microprocessor - a standard amplifier circuit and electret microphones. Calibrations
were performed in a commercial decibel meter to allow confirming the sensor
capacity. However, it was necessary using mathematical models to help converting
the sound measures to the decibel scale, since the direct conversion of them was
not possible. The use of the sensor in studies focused on artificial incubation
confirmed the acoustic insulation capacity of eggshells. However, results showed
that the internal SPL (air chamber) in eggs externally exposed to 90 dB (A) remains
high and probably perceptible to embryos. Such information is highly relevant to
studies focused on investigating bioacoustics during incubation.

Keywords: Arduino®; Eggshell; Sound level meter; Soundproofing

3.1. Introducéao

As incubadoras artificiais dispdem de tecnologia suficiente para garantir

condicdes ideais ao desenvolvimento embrionario das aves domésticas, por meio
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de sistemas de ventilacdo, viragem, umidade e refrigeracdo. Todavia, o ruido &
inevitavel com tais procedimentos, pois motores e ventiladores estao
constantemente em funcionamento, resultando em niveis de pressao sonora que
excedem 95 dB (A) (BROUCEK, 2014; CARVALHO et al., 2015).

Paralelamente, estudos tém demonstrado o efeito do som (mdusica ritmica,
vocalizacbes da espécie e ruidos aleatorios), sob diferentes aspectos no
desenvolvimento embrionério das aves, com alteracdes em respostas relacionadas
a maturacdo de sistemas fisiologicos e a vida pos-eclosdo (ALLADI et al., 2005;
KESAR, 2013; SANYAL et al., 2013; TONG et al., 2015). Mas se 0 embrido tem
acesso ao som externo, alguns eventos sdo necessarios, como a funcionalidade
embrionéaria do sistema auditivo, comprovada por Jones et al. (2006).

O som é uma onda longitudinal que culmina com variages de pressédo em
um meio, seja este o ar, a agua, ou um solido. De todas as grandezas, o nivel de
pressdo sonora (NPS) representa a sensacdo auditiva de volume, cujo medidor é
conhecido como decibelimetro (HALLIDAY et al.,, 2012; DAVID et al., 2013).
Segundo David et al. (2013), um decibelimetro € um transdutor eletroacustico
capaz de detectar o som e converté-lo em um sinal elétrico, amplifica-lo e
processa-lo. Existem diversas variacdes destes equipamentos, que influem
diretamente na eficiéncia, preciséo e custo (IEC 61672-1, 2002).

Neste contexto, buscou-se pelo desenvolvimento de um sensor, cuja base
escolhida foi a plataforma Arduino®, um microcontrolador de cédigo aberto com
uma gama de aplicacdes quando associado a diferentes modulos de sensores e
atuadores (SOUZA et al., 2011; HIJORT; HOLMBERG, 2015; TORRES et al.,
2015). O Arduino® foi criado em 2005, como uma plataforma de facil aplicacédo para
iniciantes em programagdo (HAUGEN; MOORE, 2014). D’Ausilio (2012)
complementa que este microcontrolador possibilita a utilizacdo de multiplos
complementos de hardware e scripts gratuitos para diferentes propdsitos.

Com sua popularizagdo, o Arduino® passou a ser empregado no
desenvolvimento de sensores, tanto que é facil encontrar aplicagbes na
mensuragcdao de temperatura, luminosidade, umidade relativa, precipitagdo
(FERNANDES, 2015; TORRES et al., 2015; JORDAO et al., 2017), sinais de
vibragdes mecénicas (HJORT; HOLMBERG, 2015; JABER; BICKER, 2015) e no
nivel de pressdo sonora (CAVALCANTE, 2011; FEITOSA et al, 2014). Nos
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exemplos citados, o Arduino® é dado como uma ferramenta eficiente, apesar de
serem necessarias adaptacoes.

Objetivou-se com este trabalho desenvolver um sensor para estimar 0s
niveis de pressdo sonora em microambientes, como o interior de ovos férteis, e

assim obter informacdes como o isolamento acustico da casca dos mesmos.
3.2. Material e Métodos
3.2.1. Desenvolvimento do sensor

O desenvolvimento de um sensor para mensuracdo do nivel de pressao
sonora (NPS) veio da necessidade de estimar o “quanto” de som chegaria a um
embrido no interior de um ovo, utilizando-se, portanto, de um equipamento de
tamanho reduzido. Esta etapa foi realizada em parceria com o Laboratorio de
Instrumentacéo do Departamento de Engenharia de Biossistemas da ESALQ/USP
e com o Servico Social da Industria - SESI, ambos em Piracicaba/SP. A proposta

inicial do decibelimetro proposto encontra-se na Figura 6.

Microfone 1: medir o NPS:no :
1 exterior (ambiente) 1

Diferencial da intensidade sonora entre , . e i
) ] Circuito amplificador de > Arduino®
dois ambientes .
/ sinal (Processador)

Microfone 2: medir o NPS no :
interior (ovo) 1

Figura 6. Organograma do projeto do sensor desenvolvido para esta pesquisa

Como processador utilizou-se a plataforma Arduino® UNO R3. Este modelo
€ baseado em um processador ATmega328P e apresenta seis canais de entrada
(inputs) e seis canais de saida (outputs), por meio dos quais é possivel adicionar
diversos tipos de componentes eletronicos direcionados e programados para uma
determinada funcéo. Informacdes adicionais sobre o microprocessador podem ser

vistas em sequéncia na Figura 7.


http://www.atmel.com/Images/Atmel-42735-8-bit-AVR-Microcontroller-ATmega328-328P_Datasheet.pdf

44

Microcontrolador ATMEL ATmega 328
Tenséo de operacéo 5V
Tenséo de entrada 7-12Vv
Tenséao de entrada (limites) 6 — 20V
Pinos de entrada/saida digital 14

Pinos de entrada analdgica 6
Meméria Flash 32 Kb
Meméria SRAM 2 Kb
Meméria EEPROM 1 kb
Velocidade de Clock 16 MHz

Figura 7. Arduino® UNO R3. Fonte: Hjort; Holmberg (2015); Arduino® (2017)

Foram utilizados dois microfones de eletreto (0,5 cm de diametro),
denominados de Mic 1 e Mic 2, com o propdsito de se obter simultaneamente o
nivel de pressdo sonora em dois ambientes distintos: o interior e o exterior dos
ovos. Basicamente, os microfones respondem a variacdo da intensidade sonora
pela vibracdo de suas membranas internas, transformando-a em um sinal elétrico.
Todavia, como este sinal é baixo um sistema amplificador € necessario. Assim,
construiu-se um sistema de amplificacdo com dois capacitores de 100nf; quatro
resistores de 10k; dois trinpots de 500k; e dois transistores BC 548. Detalhes sobre

a versao final do sensor proposto podem ser acompanhados na Figura 8A/B.

Sensor — decibelimetro
experimental (versao final)

6036 4395 Saida dos sinais elétricos
1357 5% | —p  dos microfones
A Sipis s | S ERS VAT P B AR R TA ® B

£

Figura 8. Sensor desenvolvido: (1) microfones, (2) circuito amplificador, (3) placa Arduino® (A);
ferramenta PLX-DAQ® utilizada na coleta dos dados (B)

Na aquisicdo dos dados, o sensor desenvolvido foi conectado diretamente
a um computador por meio da porta USB. A programacao foi realizada em um
ambiente opensource processing, em linguagem C. Trabalhou-se com a ferramenta
Parallax Data Acquisition (PLX-DAQ®), que lanca os dados diretamente em uma
planilha eletronica do Microsoft Excel®, cuja saida é apresentada na Figura 8B
(CAVALCANTE et al., 2014; SOUZA et al., 2014; DWORAKOWSKI et al., 2016).
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3.2.2. Calibracédo e conversao dos sinais elétricos do sensor

A calibracdo foi realizada como o sugerido por Feitosa et al. (2014) e
Fernandes (2015), com comparagOes realizadas a equipamentos comerciais em
uma sequéncia de testes. Neste caso, 0s testes envolveram a capacidade de
resposta do sensor proposto frente as variacdes do NPS ambiente, comparando os
dados obtidos com os de um decibelimetro comercial devidamente calibrado,
modelo DEC - 490 da Instrutherm®. Na utilizacdo do decibelimetro, adotaram-se os
procedimentos estabelecidos pela NBR 10.152:2000, assim, este foi programado
para a ponderagcao em “A”, com coleta automatica (faixa de 30 dB a 130 dB) e
modo “slow”, com registros obtidos a cada segundo.

Um ruido branco (100 - 15000 Hz) foi fornecido por uma caixa
amplificadora (Mini Speaker® - BT51) com poténcia nominal de 5W, previamente
calibrada em diferentes configuracbes de volume com valores de NPS
estabelecidos pelo decibelimetro comercial. Os microfones do sensor foram
posicionados paralelamente ao microfone do decibelimetro comercial, ambos a dez
centimetros de distancia da fonte sonora. Em primeira instancia, testou-se o
sistema em uma condicdo de siléncio. Em seguida, o volume da caixa
amplificadora foi aumentado gradativamente (configuracdes: 0, 5, 10, 15, 20, 25 e
30). Ao todo foram realizadas cinco baterias de testes, cada uma com um minuto
de duracéo para cada volume da caixa amplificadora.

Os dados coletados pelo decibelimetro miniaturizado foram sinais elétricos
obtidos em uma taxa de dez valores por segundo. Assim, trabalhou-se com médias
destes valores para que comparacdes com o decibelimetro comercial pudessem
ser realizadas (um sinal/segundo). Para visualizar a caracterizacdo dos dados
brutos do sensor desenvolvido e a comparacdo com o decibelimetro, utilizou-se de
estatisticas descritivas (médias, mediana, desvio-padrao, minimos € maximos).

O sensor ndo permitiu obter os registros diretamente em decibéis, assim,
buscou-se por uma equacdo capaz de relacionar as medidas do decibelimetro
comercial com as do decibelimetro experimental. A modelagem foi realizada com
uma analise de regresséao polinomial, sendo o modelo ajustado aos dados por meio
da técnica dos quadrados minimos ponderados (CUSTODIO et al., 1997; DIAS
NETO et al., 2016) no software estatistico R (R CORE TEAM, 2016).
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Nos testes iniciais percebeu-se que os sinais elétricos dos microfones (Mic
1 e Mic 2) de um mesmo sensor ndo eram idénticos, o que levou a necessidade de
verificar se estes poderiam ser utilizados para comparacdes do nivel de pressao
sonora em diferentes ambientes, como na proposta inicial. Foi assim realizado um
teste t ndo paramétrico de Wilcoxon para dados pareados (medidos nos mesmos
tempos). Enquanto que a correlacdo entre os sinais elétricos dos microfones foi
determinada pelo uso do coeficiente de correlacéo de postos de Kendall, ambos a
5% de significancia e utilizando o software estatistico R (R CORE TEAM, 2016).

3.2.3. Aplicacédo do sensor desenvolvido

Na aplicacdo do sensor proposto, foram consideradas duas situagdes para
mensuracdo do NPS no interior de ovos: (1) ovos vazios (somente da casca); (2)
ovos integros (com o contetdo normal). Em ambos os casos, 0os ovos utilizados
procederam-se de mesma origem (brancos com = 50 g). Em cada situacdo foram
utilizadas 15 unidades, consideradas como as repeticdes experimentais.

Para o estudo somente da casca como um isolante, os ovos foram abertos
em aproximadamente um centimetro no polo maior (regido da camara de ar) e o
conteudo interno (gema/albamen) foi retirado. As cascas foram lavadas com agua
corrente e secas em estufa por 24 horas e a 60 °C (JONES et al., 2010). A abertura
realizada no inicio foi mantida, pois, pela mesma, foi inserido o microfone do
sensor. Os ovos integros foram utilizados diretamente realizando-se apenas a
abertura de um centimetro no polo maior para a posterior colocacdo do microfone.

Como nos testes de calibracado, trabalhou-se com um ruido branco (100 -
15000 Hz) fornecido por uma caixa amplificadora. Foram testados dois niveis de
pressdo sonora externos: 70 e 90 dB (A), relacionados com pesquisas voltadas a
estimulacdo sonora na incubacdo artificial. Estes niveis foram calibrados
previamente. Foi utilizada um caixa de testes, para suportar os microfones nas
mesmas alturas. Ao lado externo da caixa, ficaram partes do decibelimetro
comercial e do sensor desenvolvido, estando o Ultimo conectado a um computador

para coleta dos dados, como mostra a Figura 9A.
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Figura 9. Teste de aplicac@o do sensor para a obtencdo do nivel de pressdo sonora no interior de
ovos (A); detalhes de um ovo com microfone (B); fechamento com massa sintética (C)

Os ovos das duas condicGes foram testados individualmente e de forma
alternada: ora ovos tipo “1” a 70 e 90 dB (A), ora ovos tipo “2” a 70 e a 90 dB (A).
Para isso, eles foram posicionados verticalmente em um suporte afixado a 20 cm
da caixa amplificadora. Nos dois casos, um dos microfones do sensor desenvolvido
foi inserido na camara de ar (Figura 9B), evitando-se o contato com a parte liquida
nos ovos que se encontravam no estado integral. O segundo microfone foi
posicionado lateralmente e a mesma altura do primeiro e do decibelimetro. Os
espacos excedentes entre a casca dos ovos e o fio foram preenchidos com massa
sintética (Figura 9C).

Ao final, cada repeticdo de ovo das duas situacdes avaliadas gerou 1000
sinais elétricos, dos quais foram obtidas 100 médias/segundo, convertidas em dB.
Neste caso, como 0os NPS externos foram fixados e comparados ao decibelimetro
comercial, optou-se pela apresentacdo do decibelimetro. Por fim, os niveis de
pressdo sonora externo e internos foram comparados dentro dos dois niveis
avaliados [70 e 90 dB (A)], por meio do teste de Kruskal-Wallis, a 5% de
significancia. O programa estatistico utilizado foi o R (R CORE TEAM, 2016).
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3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Calibracédo e conversao dos sinais elétricos do sensor

A comparacao dos dados (antes da conversdo) do sensor desenvolvido
com os dados do decibelimetro comercial em dB (A) pode ser observada na Figura
10. Verifica-se que eles apresentaram um comportamento semelhante frente a

cada variacao de volume da caixa amplificadora.
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Figura 10. Registros dos dados coletados pelos microfones do sensor desenvolvido e registros do
decibelimetro comercial frente as varia¢cdes de volume do som ambiente

Com o decibelimetro comercial, a variacdo do NPS foi de 31,53 + 0,25 dB
(A) a 95,22 + 0,32 dB (A). Enquanto que o sensor respondeu a uma variagdo de
100,39 + 5,32 a 2324,84 + 163,12 (média dos microfones). Observou-se que, com
0 aumento do volume externo os sinais dos microfones apresentaram-se mais
dispersos quando comparados entre si (Tabela 2). Esta Gltima ocorréncia pode ser
explicada por principios basicos de acustica: 0 aumento do volume resulta em uma
maior pressédo da onda sonora nas membranas dos microfones, o que é chamado
de intensidade sonora, condizente com o valor médio do fluxo de energia por
unidade de area (W/m?). Os valores numéricos de intensidade sonora variam
exponencialmente, por isso as magnitudes do sinal elétrico do sensor foram de 100
a até 2300 unidades, o que consequentemente leva a uma maior disperséo destes.

Nos decibelimetros comerciais, por convenc¢do, adota-se a unidade decibel, ou
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seja, o emprego dos valores de intensidade sonora em uma escala logaritmica de
base dez (HALLIDAY et al., 2012; DAVID et al., 2013; FERNANDES, 2015).

Tabela 2. Estatisticas descritivas (médias e desvios-padrao) referentes a calibracdo do sensor
desenvolvido utilizando um decibelimetro comercial

Configuracdo da Decibelimetro Sensor Sensor
caixa de som comercial — dB (A) Microfone 1 Microfone 2
Siléncio 31,53 +0,25 100,38 + 5,26 100,40 + 5,47
Volume 5 59,19+ 0,16 176,51 +£ 16,78 175,01 + 18,40
Volume 10 68,74+ 0,14 282,83 + 20,13 281,01 + 23,46
Volume 15 75,66 = 0,17 501,72 + 39,82 499,49 + 40,74
Volume 20 82,69+ 0,24 750,38 + 63,75 738,99 + 60,49
Volume 25 88,90 £ 0,33 1520,54 + 106,48 1529,63 £ 124,62
Volume 30 95,22 + 0,32 2314,44 + 167,24 2335,24 + 164,02

Apesar dos valores do sinal dos microfones do sensor ndo serem

exatamente iguais, sobretudo, nos volumes mais elevados, eles ndo diferiram em

distribuicdo pelo teste de Wilcoxon a 5% de significancia e a igualdade entre eles (r

= 0,9159) permitiu a utilizacdo simultanea dos mesmos (Figura 11).

Sinal do microfone 2

1500 2000 2500
1

1000

500

r=09159

T T T T
1000 1500 2000 2500

Sinal do microfone 1

Figura 11. Diagrama de dispersdo para os sinais dos microfones 1 e 2 com coeficiente de
correlacéo (r) de postos de Kendall

A principal implicagdo do sensor desenvolvido foi a ndo conversao direta do

sinal elétrico para a escala decibel. Em um levantamento de informages sobre a

aplicacdo da plataforma Arduino® na mensuracdo do NPS, deparou-se com a
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metodologia proposta por Feitosa et al. (2014). Estes propuseram como solucéo a
comparacdo dos dados do sensor desenvolvido por eles com um decibelimetro
comercial, seguida por ajustes matematicos que modelassem essa relacao.
Baseando-se nisto, como alternativa para conversao dos sinais elétricos do
sensor para a escala decibel, aplicou-se uma regressao polinomial com a técnica
dos quadrados minimos. Em decorréncia da maior dispersdo dos dados do sensor
desenvolvido, no ajuste do modelo estes foram considerados como a variavel
resposta, enquanto as medidas do decibelimetro comercial caracterizaram a
variavel explanatéria. Como os sinais dos microfones nao difeririam entre si, na
conversao trabalhou-se com a média deles em cada variacdo de volume. A funcao

ajustada foi um modelo de 5° grau, apresentado na Figura 12 e expresso por:

y = 305,57 — 0,98 x? + 4,09 X 1072 x> — 6,28 X 10™* x* + 3,48 X 1076 x°

Sinal dos microfones
1500 2000 2500

1000

500

T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90

Medida do Decibelimetro (dB)

Figura 12. Ajuste do modelo polinomial de 5° grau para relacionar o sinal do sensor desenvolvido
com o decibelimetro comercial, em que y € o sinal médio dos dois microfones
(adimensional) e x é a medida do decibelimetro comercial em dB (A)

O coeficiente de determinacéo foi de 0,984, o que permite afirmar que
98,4% da variagdo no sinal do sensor desenvolvido pOGde ser explicada pelas
medidas do decibelimetro comercial, viabilizando a sua utlizagdo como um
medidor de pressdo sonora. Mesmo com o0s termos de quarta e quinta ordem
apresentando coeficientes aparentemente pequenos, eles foram diferentes de zero

de maneira significativa (teste t, a = 0,05), por isso foram mantidos (Tabela 3).
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Tabela 3. Estimativas, erros-padrdo e teste e para os coeficientes do polindmio de quinto grau
ajustado aos dados do sensor desenvolvido e decibelimetro comercial

Coeficiente Estimativa Erro-Padrdo Valor t Valor p
Intercepto 305,57 9,00 3,39 <0,001
X? 0,98 0,31 -3,17 0,002
X3 4,09 x 102 0,01 3,94 <0,001
X4 -6,28 x 104 1,25 x 104 -5,01 <0,001
X5 3,48 x 10 5,20 x 10”7 6,70 <0,001

Um ponto importante, Dias Neto et al. (2016) atentam para o fato de que
cada sensor é Unico e 0s ajustes sao proprios. Por exemplo, na utilizacao de outros
sensores como 0 proposto, ajustes individuais deveriam ser realizados. Outra
questdo é que os valores convertidos se encontram em dB, sem a ponderacdo em
filtros, tal como € possivel realizar com um decibelimetro comercial que pode ser
programado para o filtro “A”, que € o0 mais utilizado por considerar faixas de
frequéncias entre 20 Hz e 20 kHz (MALCHAIRE, 2001).

Segundo Cavalcante (2011) e D’Ausilio (2012), o Arduino® pode ser
programado para diversas finalidades, recebendo/enviando informagbes para
serem processadas e interpretadas, tal como um decibelimetro comercial o faz.
Constatou-se que o sensor desenvolvido para a estimativa do nivel de presséo
sonora apresentou um funcionamento satisfatério e dentro das expectativas para o
emprego do mesmo. Dessa forma a proposta apresentada e testada neste trabalho

o denominou de “decibelimetro miniaturizado”.
3.3.2. Aplicacéo do decibelimetro miniaturizado em testes com ovos
O tamanho reduzido dos microfones de eletreto foi fundamental para a

utilizacdo do decibelimetro miniaturizado na mensuracdo do NPS no interior de

ovos. A danificagdo da casca foi minima, como ilustra a Figura 13.

Figura 13. Comparacéo das dimens@es do microfone do sensor com o do decibelimetro comercial
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Apesar da vantagem do tamanho, surgiu uma limitacdo em relacdo ao uso
do sensor nos testes com ovos: devido as caracteristicas dos microfones os
mesmos nao podem ser molhados, pois, ocorre a perda do sinal e
consequentemente o comprometimento do funcionamento do sensor. Isto poderia
acontecer caso eles entrassem em contato com o albumen e a gema dos ovos.
Deste modo, a utilizacdo e os resultados apresentados séo limitados a parte
superior dos ovos determinada pela cAmara de ar que é um espaco vazio e seco
gue ocorre entre as membranas interna e externa da casca (GONZALES, 2013).

Um dos objetivos da pesquisa foi avaliar o isolamento acustico da casca
dos ovos, considerando que no interior deles had um embrido em desenvolvimento
gue supostamente tem acesso ao som externo, que poderia ser quantificado pelo
nivel de pressao sonora (NPS). Diante disto, obteve-se o diferencial do NPS entre
0 ambiente externo e o interior de ovos vazios, para verificar o efeito da casca
(Figura 14A), dando continuidade avaliou-se também o diferencial entre 0 ambiente

externo e a camara de ar de ovos integros (Figura 14B).
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Figura 14. Diferencial de NPS e valores percentuais de isolamento entre o ambiente externo e
interno (i), considerando somente a casca (A); e entre o ambiente externo e a parte
superior dos ovos integrais (B). Ambos para os dois NPS testados de 70 e 90 dB (A)

Os NPS externos foram fixados em 70 e 90 dB (A). Estes niveis foram
escolhidos com base em estudos prévios sobre a estimulacdo sonora na incubacéo
artificial. De fato, no interior dos ovos, o NPS foi inferior, sendo isto comprovado
pelo teste de Kruskal-Wallis que indicou diferencas quanto a distribuicdo dos dados
entre os dois ambientes. As estatisticas destes testes foram: y? = 35,885 e
p<0,0001 em 70 dB (A); e x? = 32,657 e p<0,0001 no NPS de 90 dB (A).
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A onda sonora, quando entra em contato com qualquer superficie, é
parcialmente refletida, absorvida e transmitida (HALLIDAY et al., 2012). A
quantificacdo exata destas fragfes envolve estudos sofisticados da acustica. Para
facilitar a visualizagdo dos dados anteriores, sdo apresentados valores percentuais
de isolamento, primeiramente considerando as cascas (ovos vazios), que foram de
32,85% e 11,11% em 70 e 90 dB (A), respectivamente. Para 0s ovos integros, a
percentagem de isolamento foi de 17,14% em 70 dB (A) e 8,88% em 90 dB (A).
Observar diferencas entre estas condi¢cdes ndo foi o escopo deste trabalho, mas
sugere-se que o0s percentuais de isolamento possam estar associados a
reverberacdo da fracdo da onda sonora absorvida, que provavelmente é diferente
NOS OVOS vazios e nos integrais (cheios de liquido). A saber, o albimen e a gema
diferem em viscosidade e massa, causando alteracbes na frequéncia de
ressonancia de ondas sonoras (AKASHI; KUSHIBIKI, 1997; ATTAR; FATHI, 2014).
Isto devera ser estudado com maior rigor em outras pesquisas.

Os resultados obtidos na aplicacdo do decibelimetro miniaturizado
comprovaram gue a casca do ovo é uma barreira ao som. Um fato interessante a
ser observado é o de que, mesmo com essa capacidade de isolamento, para uma
exposicao externa de 90 dB (A) o NPS interno ainda é elevado (= 80 decibels), o
que, em tese, poderia prejudicar o desenvolvimento embrionario (ROY et al., 2014).
Com isto, os resultados das pesquisas de Sanyal et al. (2013) e Kesar (2013)
podem ser explicados. Estes trabalharam com a exposicdo de embrides a 110 dB
(A) e observaram o aumento no tamanho e quantidade de neurénios relacionados a
audicao, alteracdes em niveis hormonais e no comportamento das aves.

Por outro lado, Tong et al. (2015) concluiram que a exposi¢do de embrides
a um NPS de 72 dB (A) ndo influenciou o crescimento embrionario, taxas de
eclodibilidade/mortalidade, niveis hormonais, etc. Sugere-se que o nivel de 72 dB
testado por eles tenha pouca relevancia aos embrides, visto que, na camara de ar
a intensidade sonora seria ainda menor. Nao existem referéncias sobre limites de
exposicdo a embrides em desenvolvimento, em complemento Broucek (2014)
afirma que varias espécies animais ndo apresentam alteracdes fisiologicas e
comportamentais se a exposi¢cao aos sons adversos nao for superior a 80 dB (A).
Esta ultima informacéo justifica os resultados de Tong et al. (2015) e dos demais

pesquisadores que trabalharam com a bioacustica na incubacao artificial.



54

3.4. Conclusodes

O sensor para a mensuracdo do nivel de pressao sonora (decibelimetro
miniaturizado) atendeu as exigéncias requeridas nesta pesquisa. Em sequéncia,
sua aplicacao foi testada em estudos de bioacustica na incubacao artificial e com
isto, verificou-se que a casca do ovo € um isolante acustico, mas internamente as

magnitudes do NPS podem ainda serem elevadas.
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4. ESTIMULOS SONOROS NA INCUBACAO ARTIFICIAL: EFEITOS
NO CRESCIMENTO EMBRIONARIO E NA ECLOSAO DE PINTOS
DE CORTE

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos da estimulacdo sonora na
incubacao artificial sobre o crescimento embrionario e eclosdo de pintos de corte.
Os tratamentos foram determinados por dois niveis de pressdo sonora (NPS), um
controle a 70 dB (A) e o outro representando incubadoras comerciais a 90 dB (A),
acrescidos ou ndo de vocalizacdes da espécie. Essas combinacdes determinaram
os tratamentos: S1 [70 dB (A) sem vocalizagdes] - controle, S2 [90 dB (A) sem
vocalizacdes], S3 [70 dB (A) com vocalizacdes] e S4 [90 dB (A) com vocaliza¢6es].
Foram realizadas oito repeticdes (ciclos de incubac&o), em um delineamento
aleatorizado em blocos. As respostas avaliadas foram dividas no pré-eclosdo e na
eclosdo dos pintos. O crescimento embrionario ndo foi influenciado pela
estimulacdo sonora. O NPS de 90 dB (A) resultou em uma maior perda de peso
dos ovos, em eclosdes mais precoces, maior taxa de eclodibilidade e melhor
qualidade dos pintos (jarretes e umbigos). O efeito das vocalizacGes da espécie so
foi observado no tempo de eclosédo e na qualidade das aves, quando associado ao
NPS de 70 dB (A), reduzindo e melhorando estas respostas, respectivamente. Em
suma, a exposicao ao NPS de 90 dB (A) melhorou as respostas relacionadas a
eclosdo, enquanto que os efeitos das vocalizacbes da espécie sO6 foram
observados na associagdo com o NPS 70 dB (A).

Palavras-chave: Bioacustica; Eclodibilidade; Janela de eclosdo; Ruido;
Vocalizacdes

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effects of sound
stimulation in artificial incubation on embryonic growth and hatching of broiler
chicks. The treatments were determined by two sound pressure levels (SPL), the
control with 70 dB (A) and the SPL representing commercial hatcheries with 90 dB
(A), added (or not) with vocalizations of the species. The following combinations
determined the treatments: S1 [70 dB (A) without vocalizations], S2 [90 dB (A)
without vocalizations], S3 [70 dB (A) with vocalizations], and S4 [90 dB (A) with
vocalizations]. Eight repetitions (hatching cycles) were performed in a randomized
block design. The evaluated responses were divided in pre-hatching and hatching.
Embryonic growth was not influenced by sound stimulation. The SPL of 90 dB (A)
resulted in higher egg weight loss, earlier hatching, higher hatchability and better
quality of chicks (hocks and navels). The effect of species vocalizations was only
observed in time of hatching and in the quality of the chicks, when such stimulus
was added to the 70 dB (A), reducing and improving these responses, respectively.
In summary, exposure to SPL of 90 dB (A) improved hatching responses, whereas
the effects of vocalizations of the species were only observed in association with 70
dB (A) SPL.

Keywords: Bioacoustics; Hatchability; Hatch window; Noise; Vocalizations
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4.1. Introducao

A incubacéo artificial € um dos grandes progressos da avicultura de corte.
Tal técnica foi aprimorada ao longo do tempo visando a otimizagdo da producédo
dos pintos que sdo destinados as granjas. Condi¢cdes 6timas de temperatura e
umidade ja foram estabelecidas e sdo controladas com precisdo, as incubadoras
apresentam mecanismos eficientes de viragem e renovacao do ar.

Mesmo com toda sua eficiéncia, autores como Tzschentke (2012), Archer;
Mench (2013), Tong et al. (2015a) e Tong et al. (2015b) mencionam a existéncia de
outros fatores inerentes a incubacdo que podem influir na embriogénese e em
aspectos da vida pos-eclosédo das aves. Tais suposicdes sdo levantadas partindo-
se do principio de que qualquer estimulo da vida embrionéria possa resultar em
alteracbes fisiolégicas e comportamentais que delineiam o futuro dos animais
(RUMPF; TZSCHENTKE, 2010; SOLDATOVA, 2011; DIXON et al., 2015).

Dentre estes fatores, a bioacustica (estimulagdo sonora) tém-se
demonstrado como uma inovacgéo ao processo de incubacgéo. Trabalhos realizados
no campo da neurofisiologia, como os de Alladi et al. (2005), Chaudhury et al.
(2009), Kesar et al. (2013), Sanyal et al. (2013a), Sanyal et al. (2013b) e Roy et al.
(2014), relataram o aumento no numero de neurbnios e uma maior expressao de
proteinas sinapticas nos nucleos do tronco cerebral associados a audicdo de aves
domeésticas (Gallus gallus domesticus) em decorréncia dos efeitos da exposicao a
diferentes tipos de sons durante o desenvolvimento embrionario.

E importante mencionar que o0s embrides de aves possuem um
desenvolvimento anatomofisiolégico precoce, o que ainda inclui a formacdo e a
maturagédo de seu sistema auditivo. Por volta do 16° dia de incubacéo, eles séao
capazes de detectar e processar sons externos (JONES et al., 2006). A isto
associa-se o fato de que na natureza existem mecanismos de comunica¢éo vocal
da galinha com os embrides e mesmo entre embrides. Na fase final, eles comegcam
a emitir sons e a bicarem as cascas, 0 que é considerado como um importante
mecanismo de sincronizacdo das eclosdes (RUMPF; TZSCHENTKE, 2010;
TEFERA, 2012; EDGAR et al., 2016; MARIETTE; BUCHANAN, 2016).

Todavia, na incubacao artificial, o ruido do funcionamento das incubadoras
atinge magnitudes superiores a 90 dB (A) (CARVALHO et al., 2009), o que poderia

mascarar os sons das bicadas e atrapalhar o processo natural de eclosdo. Limites
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de exposicdo aos ruidos ainda ndo foram estabelecidos para embribes em
desenvolvimento, mas acredita-se que exposicdes a sons arritmicos (ruidos)
superiores a 80 dB (A) possam comprometer aspectos fisiolégicos e
comportamentais destes animais (SANYAL et al., 2013a; ROY et al., 2014).
Considerando a importancia do ambiente fisico e a busca por outros fatores
capazes de influir no desenvolvimento embrionario das aves domésticas, objetivou-
se com esta pesquisa avaliar os efeitos da estimulacdo sonora (niveis de ruido
acrescidos ou ndo de vocalizagdes da espécie) no crescimento embrionario e em

respostas tomadas na ecloséo dos pintos de corte.

4.2. Material e Métodos

Incubacdes experimentais com diferentes estimulos sonoros foram
conduzidas no laboratorio do Nucleo de Pesquisa em Ambiéncia (NUPEA), na
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), em Piracicaba/SP
(Latitude: 22° 42’ 41.4” Sul; Longitude 47° 37’ 47.2” Oeste; Altitude: 546 metros). A
pesquisa teve um ano de duracdo, com inicio em setembro de 2016. Todas as
praticas que envolveram os animais foram aprovadas pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da ESALQ/USP (protocolo 2015 - 21).

4.2.1. Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos basearam-se em dois niveis de pressdo sonora do ruido de
incubadoras associados ou ndo as vocalizacBes naturais da espécie, delineados
em um sistema de blocos, considerando um esquema fatorial 2 x 2. Por convencgao

os tratamentos designados como S1, S2, S3 e S4 (Tabela 4).

Tabela 4. Descricdo dos tratamentos experimentais

Tratamentos Nivel de pressao sonora do ruido (NPS) Vocalizagbes da espécie
S1 (controle) Ruido da incubadora a 70 dB (A) Sem adigéo

S2 Ruido da incubadora a 90 dB (A) Sem adigéo

S3 Ruido da incubadora a 70 dB (A) Com adicdo

S4 Ruido da incubadora a 90 dB (A) Com adicdo
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O nivel de presséao sonora de 70 dB (A) foi considerado como o controle.
Enquanto que o NPS de 90 dB (A) foi obtido previamente em um incubatoério
comercial (Anexo A). O segundo fator avaliado foi a adicdo de vocalizacdes da
espécie e para isso utilizou-se uma compilacdo de sons de Gallus gallus
domesticus. Estes sons foram obtidos em campo e em arquivos livres. O NPS
meédio das vocalizacdes foi de 75 dB (A), com picos de 85 dB (A), o0 que é citado
por apresentar resultados benéficos aos embrides (FOSTER et al., 1995; JAIN et
al.,, 2004; ROY et al.,, 2013). A frequéncia das vocalizagcbes foi analisada no
programa SPEK®, verificando-se que estas estavam na banda de audicédo das aves
de 100-6000 Hz (ALLADI et al.; 2005; SANYAL et al., 2013a; KESAR, 2013).

O ruido das incubadoras esteve presente 24 horas/dia a partir do 1° dia de
incubacdo. Enquanto que as vocalizacfes da espécie foram adicionadas a partir do
12° dia, em decorréncia do desenvolvimento do sistema auditivo dos embrides,
assim como o sugerido em pesquisas ja realizadas (ALLADI et al., 2005; JAIN et
al., 2004; SANYAL et al, 2013; ROY et al, 2014). As vocalizagcdes foram
continuas, com picos de atividade em intervalos de 20 minutos, como o sugerido
por Foster et al. (1995). Os tratamentos sonoros foram mantidos até a retirada dos
pintos, compreendendo obrigatoriamente o periodo de 24 horas pos-ecloséao.

Com excecdo do tratamento S1, os demais foram reproduzidos em
arquivos MP3 por caixas amplificadoras (Mini Speaker® - BT51) com poténcia
nominal de 5W. A caixas foram colocadas no interior das incubadoras, em uma das
laterais e entre as bandejas de incubacdo. No tratamento S4 foram utilizadas duas
caixas lado a lado, uma para reproducdo do NPS de 90 dB (A) e outra para as
vocalizagbes. Foram realizadas calibragbes dos tratamentos no interior das
incubadoras com um decibelimetro comercial (modelo DEC - 490 da Instrutherm®)
e no interior de um ovo/incubadora com um sensor miniaturizado desenvolvido em
uma etapa anterior desta pesquisa. As calibragbes dos tratamentos aplicados na
incubagéao encontram-se no Anexo B.

Foram realizadas oito repeticdes (blocos), condizentes com oito ciclos de
incubagdo em quatro incubadoras diferentes. Em funcéo disto, considerou-se um
controle local duplo de linhas (blocos — tempo) e colunas (incubadoras), com os
tratamentos aleatorizados e igualmente repetidos nas mesmas, totalizando-se 32

unidades experimentais (Tabela 5).


http://www.google.la/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Matthew+R.+Foster%22
http://www.google.la/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Matthew+R.+Foster%22

61

Tabela 5. Distribuicdo dos tratamentos nas incubadoras em cada repeticao (bloco)

Repeticdo Incubadoras

1 2 3 4
Bloco 1 S3 S4 S2 S1
Bloco 2 S2 S3 S1 S4
Bloco 3 S1 S2 S4 S3
Bloco 4 S4 S1 S3 S2
Bloco 5 S3 S4 S2 S1
Bloco 6 S2 S3 S1 S4
Bloco 7 S1 S2 S4 S3
Bloco 8 S4 S1 S3 S2

4.2.2. Incubagbes experimentais

As incubadoras utilizadas nesta pesquisa sdo da Chocmaster®, modelo
Luna, com controlador automatico de temperatura e umidade (Coel®, modelo
Y39UHQR). Internamente existem bandejas com roletes que garantem a viragem
dos ovos a cada duas horas. Detalhes delas estdo na Figura 15A/B/C/D.

Bandeja superior

Figura 15. Incubadoras isoladas acusticamente (A); vista interna de uma incubadora com a caixa
amplificadora (B); ovos incubados (C); controle da temperatura e umidade (D)

As incubadoras encontravam-se em uma mesma sala, climatizada a 25 °C,
0 que implicou na necessidade de isola-las acusticamente para que nao houvesse
interferéncia entre os tratamentos. Para o isolamento, as incubadoras foram

mantidas em caixas de MDF revestidas com espuma acustica (Figura 15A).
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A temperatura de incubacéao foi ajustada em 37,5 °C e a umidade relativa
em 55%, valores recomendados para o desenvolvimento embrionario de linhagens
comerciais. Tais variaveis foram acompanhadas a cada 15 minutos com
dataloggers da Onset’'s HOBO® (modelo U12-013) (Figura 15C). Optou-se por ndo
utilizar a bandeja do meio para a incubacado, local em que foram dispostas as
caixas amplificadoras para a aplicacéo dos tratamentos (Figura 15B).

Os ovos férteis foram adquiridos de um Unico matrizeiro de uma
integradora comercial e a linhagem utilizada foi a COBB - 500®. Como o
experimento foi conduzido em varios ciclos, a idade das matrizes progrediu ao
longo do tempo, acarretando em trocas de lotes. Ao todo 2880 ovos foram
incubados, distribuidos igualmente entre repeticdes e tratamentos. Em cada ciclo
de incubacao trabalhou-se com um montante de 360 ovos, com 15 unidades a mais
para a substituicdo dos descartados (trincados, sujos, pequenos/grandes demais).

A Tabela 6 traz essas e outras informacfes sobre as repeticoes.

Tabela 6. Informac®es referentes as repeticées de incubacdes
Idade matrizes

Incubacgbes Ovos Postura Incubacgéo Ecloséo
(semanas)
1 360 45 02/09/16 07/09/16 28/09/16
2 360 53 02/11/16 07/11/16 28/11/16
3 360 591 23/12/16 26/12/16 17/01/17
4 360 46 23/02/17 28/02/17 20/03/17
5 360 52 07/04/17 11/04/17 01/05/17
6 360 57 10/05/17 15/05/17 05/06/17
7 360 632 16/06/17 26/06/17 16/07/17
8 360 593 06/09/17 12/09/17 03/10/17

1Primeira troca de lote; 2Segunda troca de lote; 3Terceira troca de lote

Os ovos foram distribuidos igualmente entre as bandejas (superior e
inferior) e posicionados verticalmente (Figura 15D). As incubadoras foram ligadas
simultaneamente, sendo abertas somente para a coleta das variaveis resposta. No
19° dia de incubacgéo, a viragem foi desligada, a temperatura reduzida em 0,5 °C e
a saida de circulacéo de ar aberta. As incubadoras foram limpas e desinfetadas em

cada ciclo, adotando-se se como vazio sanitario o intervalo entre as incubacdes.

4.2.3. Variaveis resposta

As variaveis resposta avaliadas foram subdividas em respostas do pre-

eclosdo e em respostas tomadas no momento da eclosao (Figura 16).



63

Pré-ecloséo Eclosao

- Perda de peso dos ovos (g)

- Peso do embri&o ()

- Peso relativo do embrido (%)

- Comprimento do embrido (mm)
- Peso do encéfalo (g)

- Peso relativo do encéfalo (%)

- Tempo inicio, fim e janela de eclosao (h)
- Eclodibilidade e tipos de mortalidade (%)
- Qualidade fisica das aves (escores)

- Temperatura cloacal (°C)

- Corticosterona plasmatica (ng/mL)

Figura 16. Resumo das variaveis resposta obtidas no experimento

4.2.3.1. Respostas pré-ecloséo

Ao todo 192 ovos foram utilizados nas respostas do pré-eclosao, originarios
de quatro repeticdes, divididos por tratamento e por tempo, sendo estes o 12°, 15°
e 0 18° dia de incubagdo. Os ovos foram identificados numericamente e pesados
antes da incubacdo obtendo-se o peso dos ovos antes da incubacdo (PO1; g).
Posteriormente, em cada tempo, quatro ovos/tratamento foram retirados das
incubadoras e pesados para a obtencdo do PO2 (g), possibilitando-se estimar a
perda de peso (PPO; g). Estes mesmos ovos foram abertos e os embrides
removidos, com a interrupcdo do seu desenvolvimento. Algumas etapas

encontram-se na Figura 17.
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A: embrido B: embriéo seco C: comprimento D: encéfalo
Figura 17. Respostas pré-eclosdo. Nesta imagem exemplifica-se uma coleta no 12° dia de
incubacéo

ApoOs a extragdo dos anexos embrionarios, realizou-se a pesagem dos
embrides (PE; g) e o calculo do peso do embrido em relagédo ao ovo (PRE; %),
determinado por: PRE = (PE/PO2) *100.

O comprimento dos embribes (CE; mm) foi determinado com um
paquimetro digital (modelo 727 6/150 mm; Starrett®), entre a cabeca e a base da

cauda. Em sequéncia, o encéfalo foi removido fazendo-se uma incisdo na base
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cervical da cabeca com a retirada de todo material, incluindo o cérebro, cerebelo e
bulbo espinhal. O encéfalo foi pesado (PEnc; g), obtendo-se o peso deste 6rgao
em relacdo ao peso do embrido (PREnNc; %), dado: PREnc = (PEnc/PE) *100. As
pesagens (embrides e encéfalos) foram realizadas em uma balanca semianalitica
com precisdo de 0,10 g (modelo BG 2000; Gehaka®).

4.2.3.2. Respostas da eclosao

i. Tempo de eclosao

A partir do 20° dia de incubacéo, observacfes das eclosdes a cada duas
horas e entre 08:00 e 18:00 horas foram realizadas com o objetivo de identificar o
inicio (IE; horas) e o término das eclosdes (TE; horas). Dessa forma, foi possivel
calcular a janela de eclosao (JE; horas), de acordo com Tona et al. (2010). Com
essas observagBes também foram determinadas por tratamento a percentagem de
ovos eclodidos em 21 dias de incubacédo (tempo padrdo), as eclosdes atrasadas

(apbs 22 dias) e a percentagem de eclosfes/tratamento em a cada 12 horas.

ii. Eclodibilidade e mortalidade embrionéria

A eclodibilidade (ECLO; %) foi determinada pela relagéo do total de pintos
eclodidos pelo total de ovos férteis incubados. Os pintos eclodidos e que morreram
nas bandejas foram considerados neste célculo.

Os ovos nao eclodidos foram caracterizados quanto ao tipo de mortalidade
embrionaria: a mortalidade inicial (M1; %) foi determinada quando o
desenvolvimento foi interrompido nos sete primeiros dias de incubacdo; a
mortalidade intermediaria (M2; %) entre 0 8° e 0 17° dia; e a mortalidade tardia (M3;
%) entre o0 18° e o final dos 21 dias (ROSA; AVILA, 2000; PLANO; Di MATTE,
2013). A mortalidade inicial (M1, %) foi diferenciada dos ovos inférteis quando se
constataram indicios de desenvolvimento embrionario, como a formacdo do
blastoderma. Os ovos bicados foram classificados como mortalidade tardia. Os
pintos vivos que iniciaram a eclosdo, mas nao sairam dos ovos, foram removidos
manualmente e abatidos com o deslocamento cervical (CONCEA, 2013).

Da totalidade dos ovos ndo eclodidos, identificaram-se também aqueles
gue estavam contaminados ou trincados, que inviabilizam o desenvolvimento

embrionario. Estas unidades, assim como os inférteis, sdo desconsideradas nas
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analises dos efeitos dos tratamentos, partindo do pressuposto de que tais eventos

nao dependem da estimulacdo sonora recebida na incubacéao.

iii. Temperatura cloacal e corticosterona plasmética

A temperatura cloacal (TClo; °C) foi aferida em todas as repeticdes, com
uma amostra de 10 pintos/tratamento. Essa resposta foi determinada por um
termdmetro digital tipo espeto (Oregon Scientific®) foi introduzido na cloaca do pinto
e mantido até que houvesse a estabilizacdo da leitura (aproximadamente 30
segundos) (SOZCU; IPEK, 2015a).

Na dosagem da corticosterona plasmatica (CORT; ng/mL) oito pintos/
tratamento de uma incubacéo foram utilizados. Realizou-se a decapitacdo para a
coleta do sangue e para evitar o efeito do tempo os tratamentos foram alternados
na coleta. O sangue extraido (= 1,2 ml) foi centrifugado em uma microcentrifuga a
3500 rpm, por 15 minutos, para a obtencao do soro. A parte sérica das amostras foi
armazenada a -5 °C até o envio para o laboratério. Para a dosagem foi feito o

radiomunoensaio, com o kit Duplo Ac Corticorterone Rat (MPBiomedicals®).

iv. Qualidade fisica dos pintos

Os pintos foram analisados quanto a sua viabilidade. Os refugos ou com
alguma malformacéo (visceras expostas, duplicacbes e/ou problemas nos
membros, alteracdes oculares ou nos bicos) foram classificados como pintos de
descarte (PD; %), com a identificacdo e contabilizacdo dos problemas (Anexo C)
(PLANO; Di MATTE, 2013; HUTH; ARCHER, 2015). Devido a baixa viabilidade,
estes pintos foram abatidos por meio do deslocamento cervical (CONCEA, 2013).

Os pintos em bom estado ou com defeitos que ndo comprometessem sua
vida futura foram avaliados quanto a qualidade dos jarretes (QJ) e do umbigo (QU),
de acordo com o estabelecido nas metodologias de Tona et al. (2005), Nangsuay et
al. (2016), Ipek et al. (2014) e Sozcu; Ipek (2015b). Para estas duas respostas,

foram utilizados escores de avaliagéo de 1 a 3, ilustrados e descritos no Anexo C.

4.2.4. Andlise estatistica

As analises descritas nesta se¢do foram executadas no software estatistico

R (R CORE TEAM, 2017). As relagdes causais entre os fatores experimentais e
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possiveis alteracdes nas respostas de interesse foram investigadas por meio da
ANOVA (respostas normais), analise de deviance (contagens e proporc¢des) ou
técnicas ndo-paramétricos como ANOVA sobre postos (tempos de ecloséo).

As ANOVAs foram conduzidas considerando um modelo linear classico de
efeitos fixos e suas pressuposicdes foram validadas a partir de graficos dos
residuos e os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e homogeneidade de
variancias de Bartlett. Os tratamentos foram comparados pelos testes t e de Tukey.

No caso dos dados de eclosao, utilizou-se um modelo linear generalizado
para resposta binomial e com funcéo de ligacao logit (FARAWAY, 2006; WARTON;
HUI, 2011). Primeiramente ajustou-se um modelo completo, considerando efeitos
de incubadoras, blocos (tempos), vocalizacdo da espécie, nivel de ruido e
interagdo entre os dois Ultimos fatores. Efeitos ndo significativos foram retirados
gradativamente do modelo corrente, a fim de selecdo do melhor modelo. Os
modelos foram comparados, etapa a etapa, a partir do teste da razdo de
verossimilhanca. A analise da deviance residual foi realizada para averiguar a falta
de ajuste dos modelos. Gréficos dos residuos e envelopes simulados foram usados
para complementar o diagnoéstico do ajuste. A regressao binomial € expressa de
acordo com a influéncia que os fatores experimentais possuem sobre as
probabilidades (p) ou chances (c) do evento de interesse. Chances e
probabilidades séo intercambiaveis a partir da expressao: p = c/(1+c).

Para as respostas associadas ao tempo de eclosdo foram usadas técnicas
de andlise nao paramétricas. Executou-se ANOVA sobre o0s postos das
observacfes. Os grupos experimentais foram comparados entre si por meio do
teste de Friedman para delineamentos em blocos. Correcdes de Bonferroni para
cada grupo foram aplicadas a fim de corrigir o valor de «a. Utilizou-se para todos os

testes de hipéteses a = 0,05.

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Respostas pré-ecloséo

As respostas mencionadas no pré-ecloséo referiram-se a perda de peso

dos ovos e ao crescimento embrionério em 12, 15 e 18 dias de incubacdo. Como o
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esperado, o efeito do tempo foi significativo nestas respostas (p<0,05), refletindo o

crescimento normal dos embrides e a perda de peso natural dos ovos (Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da andlise de variancia (teste F e valores p) das respostas: perda de peso dos
ovos (PPO; g), comprimento do embrido (CE; mm), peso do embrido (PE; g), peso relativo
do embrido (PRE; %), peso do encéfalo (PEnc; g) e peso relativo do encéfalo (PRENCc; %)

- Variaveis
2 PPO CE PE PRE PEnc PRENC
w F P F P F P F P F P F p
B 3,51% 0,026 7,44*  <0,001 7,30* <0,001 7,018* <0001 5424* 0,004 0,509* 0,003
I 4,44* 0,014 2,18 0,110 2,16 0,090 1,749 0178 0,715 0550 1,337 0,280
T 60,11* <0,001 354,6* <0,001 5854* <0001 587,0 <0,001 8945% <0,001 191,1* <0,001
R 4,90* 0,034 3,69 0,061 1,62 0,212 0476 0495 1328 0258 0518 0,477
v 0,189 0,666 0,20 0,653 0,24 0,625 0452 0,506 0,016 0,898 0,246 0,623
TxR 1,387 0,265 0,08 0,921 0,19 0,821 0304 0739 0271 0764 0,129 0,879
TxV 0219 0,804 2,19 0,128 0,73 0486 0646 0530 2,101 0,139 0,069 0,933
RxV 0323 0,573 3,67 0,064 0,64 0427 0684 0414 1618 0213 0351 0,557
TxRxV 2,060 0,145 1,90 0,166 0,08 0,919 0,033 0967 0199 0819 0,284 0,754
R2 (%) 83,94 96,17 97,57 96,58 97,92 92,85
CV (%) 9,28 5,56 12,10 12,34 6,44 12,26

* Efeito significativa ao nivel de 5%. Graus de liberdade residual: gl=30
B: blocos; I: incubadoras; T: tempo; R: niveis de press&do sonora (70 ou 90 dB); V: vocalizagdes (com adi¢do ou sem); R
coeficiente de determinagao do modelo ajustado; CV: coeficiente de variagdo

As médias dos ovos submetidos aos diferentes tratamentos para PPO, PE,
PRE PEnc e PRENc nao diferiram dentro dos tempos de avaliagdo, bem como néo
houve interacdo entre os fatores principais (nivel de pressdo sonora do ruido e
vocalizacdes) e interacdo destes com os tempos (p>0,05). Assim, os efeitos
principais foram testados comparando-se as médias dos trés tempos. Somente o
NPS do ruido apresentou efeito significativo (p = 0,034) na perda de peso dos

0ovO0S, com 0S 0vos expostos a 90 dB (A) apresentando uma maior PPO (Tabela 8).

Tabela 8. Médias das respostas do pré-eclosao, erros-padrdo e comparacées pelo teste t

Efeitos
Variaveis Nivel de presséo sonora Vocalizacdo da espécie
70 dB (A) 90 dB (A) Sem Com
PPO (g) 4,73+0,18 a 502+0,19b 490+0,17 a 485+0,19 a
CE (mm) 60,89 + 2,96 a 64,86 £ 3,01 a 63,64+2,74 a 64,11 + 3,22 a
PE (g) 15,81+ 2,06 a 16,53+ 2,07 a 16,03+ 2,01 a 16,31+2,12 a
PRE (%) 2551+341a 26,14+332a 2551+3,30a 26,13+ 3,43 a
PEnc (g) 0,43+0,32a 0,44+0,31a 0,43+0,30a 0,43+0,33 a
PREnNc (%) 3,45+0,26 a 3,36 +0,25a 3,44+0,26 a 3,38+0,25a

*Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05)
PPO: perda de peso dos ovos; CE: comprimento do embrido; PE: peso do embrido; PRE: peso relativo do embrido; PEnc: peso
do encéfalo; PREnNc: peso relativo do encéfalo

A perda de peso dos ovos durante a incubacédo € o resultado da saida de

vapor d'agua pelos poros da casca, em funcdo da dissociacdo da agua das
proteinas do albumen (SCOTT; SILVERSIDES, 2000; ROCHA et al., 2013). Para a
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maior PPO em 90 dB (A), levantaram-se duas hipéteses: (1) uma maior vibragao
das bandejas de incubacdo pela energia resultante do NPS superior, como 0
sugerido por Rumpf; Tzschentke (2010); (2) uma maior atividade metabdlica dos
embrides, o que foi explicado por Soldatova (2011). O percentual médio de PPO foi
de 8,79% nos tratamentos expostos a 90 dB (A) e de 8,32% em 70 dB (A).

A nao significancia de efeitos da estimulacdo sonora no crescimento
embrionério (PE e CE) corrobora os resultados de outras pesquisas. Tong et al.
(2015a) também n&o encontraram significancia de efeitos de seus tratamentos no
PE com a adicdo de vocalizacdes da espécie a 72 dB (A). Em sua pesquisa, 0
unico fator que influenciou nessa resposta foi o tempo de incubacdo. Soldatova
(2011), por exemplo, verificou que aos 18 dias de incubag&o embrides estimulados
com sons de bicadas a 80 dB (A) apresentaram um peso médio de 27,8 g,
enquanto que o controle 26,5 g (4,67% a menos). Neste trabalho verificou-se que a
meédia de PE de S3 foi 6,85% superior a de S1 (29,31 + 3,70 g vs. 27,30 £ 3,76 @),
0 que é similar aos resultados de Soldatova (2011), sem significancia de efeitos,
mas com uma tendéncia a reducdo no PE do controle.

O peso do encéfalo (PEnc) e o peso relativo do encéfalo (PRENnc) néo
apresentaram evidéncias que comprovassem o efeito da estimulacdo sonora da
incubacdo. Os tratamentos apresentaram meédias similares, com valores de PEnc
préximos a 0,25 g no 12° a 0,42 g no 15° e a 0,60 g 18° dia. Sanyal et al. (2013b)
também ndo verificaram diferencas significativas em PEnc, sendo estes de 0,63 g
no controle, 0,64 g no estimulo com musica ritmica e de 0,61 g no ruido a 110 dB
(A). Os pesos cerebrais de pintos recém-eclodidos do controle e dos tratamentos
estimulados (vocalizacdes e musica ritmica) testados por Wadhwa et al. (1999)
foram de 0,83 e 1,03 gramas, respectivamente, também néo diferindo entre si.

Em contrapartida, Kesar (2013) verificou que a exposicéo ao ruido (110 dB)
reduziu significativamente o peso do encéfalo no final da incubagé&o (0,60 g vs. 0,68
g do controle). Para Kesar (2013), enquanto que a estimulacdo sonora positiva
aumentou o crescimento da massa encefélica, o ruido a degenerou. O NPS
utilizado por este autor foi superior ao desta pesquisa, mas similar ao avaliado por
Sanyal et al. (2013b), que ndo encontraram efeitos significativos para o PEnc.

Com os resultados apresentados, atenta-se para a necessidade de mais
pesquisas que comprovem realmente os efeitos da estimulacdo sonora em

parametros relacionados ao crescimento embrionario das aves. Por ora, observou-


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0736574899000052#!

69

se uma maior perda de peso dos ovos expostos ao NPS de 90 dB (A), além de
uma tendéncia a reducédo no peso dos embrides no tratamento controle. De toda
forma, o NPS superior de 90 dB (A) ndo comprometeu o0 crescimento embrionario,
como ndo foram observados efeitos da adi¢do das vocalizagbes da espécie nestas
respostas. Deve-se considerar que as pesquisas que avaliaram a exposicéao a 110
dB (A) apresentaram respostas significativas e néo significativas, o que nos remete
a realizacdo de estudos com NPS superiores para verificar a influéncia desta no

crescimento embrionério.

4.3.2. Respostas da ecloséo

i. Tempo de eclosao

O desenvolvimento embrionario das aves comerciais ocorre em 504 horas,
mas as eclosdes podem adiantar ou atrasar, 0 que esta associado diretamente a
eficiéncia da incubacédo (VAN de VEN et al., 2012; LATVEDT; JENSEN, 2014). As
meédias e desvios-padrdo das respostas inicio e término das eclosfes e janela de

eclosao dos tratamentos avaliados estdo na Tabela 9.

Tabela 9. Médias e desvios-padréo do tempo de eclosdo dos tratamentos

Tratamentos
Variaveis S1 S2 S3 S4
Inicio das eclosdes (IE; h) 494,44 + 1250 486,61 +11,65 488,25+ 11,38 487,25 + 11,05
Término das eclosdes (TE; h) 534,11 £+ 11,22 529,85 + 9,44 530, 12 + 9,65 531,37 £ 10,00
Janela de ecloséo (JE; h) 39,66 + 6,77 43,24 £9,18 41,87 +7,71 44,12 £ 5,59

Em condicfes ideais, estima-se que em 484 horas de incubacédo 50% das
eclos@es ja tenham ocorrido, considerando a linhagem COBB (TONA et al., 2010).
Assume-se que neste experimento as eclosdes tenham se iniciado tardiamente, o
que pode ser atribuido a menor eficiéncia das incubadoras experimentais.

Para o inicio das eclosdes (IE; h), o NPS do ruido (R) e a interacdo dos
fatores vocalizacdo x NPS do ruido (V x R) foram significativos pelo teste F
(p<0,05). Além disso, o valor p foi relativamente baixo quando considerada a
interacéo V x R na resposta TE (h) (p = 0,052). Quanto a janela de ecloséo (JE; h),

nao houve influéncia dos fatores experimentais avaliados (p>0,05) (Tabela 10).
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Tabela 10. Resumo da analise de variancia two way nao-paramétrica (teste F e valores p) para o
inicio da ecloséo (IE; h), término da ecloséo (TE; h) e janela de eclosédo (JE; h)

Variaveis
Inicio da ecloséo (IE; h) Término da eclosao (TE; h) Janela de eclosédo (JE; h)

Efeitos F p F p F p

B 31,05* <0,0001 13,98* <0,0001 4,35* 0,00557

I 0,84 0,49192 0,29 0,83382 0,67 0,58414

Vv 2,59 0,12492 0,41 0,52878 0,01 0,94205

R 16,41* 0,00075 0,46 0,50511 1,51 0,23502
VXR 6,52* 0,01998 4,32 0,05229 0,02 0,90357
R2 (%) 93,16 85,24 65,36
CV (%) 19,31 28,36 43,59

* Efeito significativa ao nivel de 5%. Graus de liberdade residual: gl = 18
B: blocos; I incubadora; V: vocalizages (com adigdo ou sem); R: ruido (70 ou 90); R% coeficiente de determinagdo do
modelo ajustado; CV: coeficiente de variagdo

Pelo teste de Friedman (a = 0,05) 0o TE (x> =3,85; gl =3; p=0,281) e a JE
(x 2 =3,69; g = 3; p=0,301) ndo foram influenciadas pela estimulagdo sonora.
Entretanto, no inicio das eclosdes (IE), a distribuicdo dos dados diferiu entre os
tratamentos (x 2 = 15,36; gl = 3; p = 0,001). O IE variou entre os NPS sem as
vocalizacdes (x2=7; gl = 1; p = 0,008), com eclosdes mais precoces em 90 dB (A).
Porém, os NPS néo diferiram entre si na presenca das vocalizacdes (x2 = 1; gl = 1;
p = 0,317). Além disso, o IE diferiu em distribuicdo para as vocalizacbes quando
elas foram adicionadas a 70 dB (A) (x 2 = 7; gl = 1; p = 0,008), sem efeitos em 90
dB (A) (x2=1,8;gl=1; p=0,179), ou seja, o NPS superior encobriu os possiveis
efeitos da adicdo das vocalizacGes da espécie. A Tabela 11 traz as comparagdes
de médias e interagbes de IE.

Tabela 11. Médias obtidas para os tempos de inicio de eclosé&o IE (h), erros-padrédo e comparacdes
pelo teste de Friedman

Nivel de pressao sonora do ruido

Vocalizagdes da espécie 70 dB (A) 90 dB (A)
Sem adicéo 492,75 + 4,42 Aa 486,75 + 4,12 Ab
Com adicao 488,25 + 4,03 Ba 487,25 + 3,85 Aa

Letras mailsculas diferentes nas colunas e letras minGsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica em
distribuicdo dos grupos experimentais pelo teste de Friedman (p<0,05)

Percebe-se que o tratamento que apresentou o inicio das eclosdes mais
tardio foi o S1, determinado pela exposicdo a 70 dB (A) na auséncia das
vocalizagbes. De acordo com este resultado, afirma-se que a exposi¢cdo ao ruido
de 90 dB (A) resultou no adiantamento nas eclosdes em cerca de 6 horas. Por
outro lado, a hipotese de que a exposicdo ao menor NPS seria melhor foi rejeitada.
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Veterany et al. (1998; 2005) encontraram resultados semelhantes. Em sua primeira
pesquisa, o tratamento incubado com som apresentou um adiantamento de 4,17
horas no inicio das eclosbes em relacdo ao controle (511,67 + 2,86 h). Em
sequéncia, eles verificaram que para um NPS inferior as eclosdes se iniciaram com
um atraso de 4,5 horas em relacédo ao tratamento exposto ao NPS com 20 dB (A) a
mais (489,50 + 4,64 h). Em complemento, a Figura 18 permite visualizar as

porcentagens de eclosfes dos tratamentos a partir do 20° dia de incubacéao.
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Figura 18. Porcentagem de eclosdes dos tratamentos de incubacéo a partir do 20° dia de incubacéo
e em intervalos de 12 horas

Os tratamentos S2, S3 e S4 apresentaram um padrédo semelhante para a
porcentagem de pintos eclodidos/tempo, enquanto que S1 demonstrou valores de
eclosdo aparentemente inferiores. Por consequéncia, em 528 horas (22 dias) a
eclodibilidade de S1 ainda estava proxima a 80%, resultando em uma maior
ocorréncia de eclosdes tardias. Segundo Van de Ven et al. (2012) e Bergoug et al.
(2013), tal atraso estd associado a uma maior propor¢cdo de pintos de baixa
qualidade, o que sera correlacionado mais a frente com as demais respostas.

Ao contrario dos resultados encontrados, Tong et al. (2015a) observaram
que, no inicio das bicagens, o grupo estimulado com vocalizacbes da espécie
apresentou um atraso significativo de quatro horas em relagdo ao controle. Mas
estes mesmos tratamentos néo diferiram entre si quando considerado o tempo
meédio de incubacéo (483,9 £ 1,3 h no estimulado; e 485,8 £ 1,5 h no controle).

Deve-se considerar que os tratamentos e a metodologia empregada por eles foram
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diferentes dos aqui utilizados, pois como tratamentos foram empregadas
vocalizacbes da espécie a um NPS de 72 dB (A), em duas fases: chamadas
maternas até o inicio das bicagens, substituidas pelos proprios sons de bicagens
até o final da incubacéo.

Nos incubatérios, o tempo de incubacédo possui duas implicagcbes. Uma
delas é o descarte de ovos com potencial para ecloséo, visto que a incubacéo é
finalizada aos 21 dias, descartando dessa forma os ovos que ainda poderiam
eclodir (BERGOUG et al., 2013; PLANO; Di MATTE, 2013; LOTVEDT,; JENSEN,
2014). Alem disso, quando as eclosfes sdo antecipadas 0s pintos permanecem um
maior tempo nos nascedouros, expondo-os ao calor e a desidratacdo, 0 que
prejudica o seu desempenho futuro e bem-estar na fase inicial de suas vidas
(FOSTER et al., 1995; BERGOUG et al., 2013; LATVEDT; JENSEN, 2014).

Apesar da influéncia dos fatores experimentais no IE, a janela de ecloséo
(JE; h) nao diferiu neste experimento (p>0,05). Isto pode ser explicado pelos
tempos de inicio e final das eclos@es, por exemplo, em S1 a JE foi de 39,66 h, igual
a dos demais tratamentos, mas com um IE tardio e pintos mantidos nas

incubadoras por até 534 horas (Figura 19).

g Sl JE =39,66 + 6,77 h
'§ S2 JE = 43,24+ 9,18 h

£ s3

~ s4 JE=44,12+559 h

486,61 h | 487,25h | 488,25h | 494,44 h 529,85 h 530,12h 531,37h 534,11 h

Figura 19. Comparacao das janelas de eclosdo dos tratamentos com estimulagcdo sonora

Um outro ponto € que as incubacdes experimentais foram finalizadas entre
0 22° e 23° dia. Caso tivesse sido adotado como limite o 21° dia de incubacéo,
como na industria, seria observada uma reducéo consideravel nas eclosdes em S1
e uma menor janela de eclosdo nos demais tratamentos, cujos efeitos seriam
significativos assim como o ocorrido no tempo para o inicio das eclosées.

Rumpf; Tzschentke (2010) explicam que os embrides s&o capazes de
produzir/perceber sons desde a vida embrionaria. As primeiras vocaliza¢des
comecam quando eles rompem a membrana abaixo da casca, prosseguindo-se
com a producdo de sons com a bicagem da mesma, sendo este o principal
mecanismo de sincronizacdo das eclosdes. Em principio, supds-se que o NPS de

90 dB (A) pudesse atrapalhar a sincronizacdo. Todavia, nesta condicdo as
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eclosbes adiantaram em até seis horas em relacdo ao NPS de 70 dB (A).
Adotando-se o tempo de incubacédo de 21 dias a diferenca na janela de eclosdo

seria visivel e permitiria a retirada antecipada dos pintos das incubadoras.

ii. Eclodibilidade e tipos de mortalidade embrionaria

As médias referentes a eclodibilidade de S1, S2, S3 e S4 foram de 76,65%,
83,80%, 81,22% e 83,38%, respectivamente. Deparou-se com 2,3% de ovos
inférteis e de 0,35% de ovos contaminados, desconsiderados na avaliacdo dos
efeitos da estimulagdo sonora. Na Tabela 12 s&o apresentados os efeitos dos

fatores experimentais sobre a chance de eclosao dos ovos férteis.

Tabela 12. Nimero de eclosbes (E) e ndo eclosbes (NE), chances de eclosédo (CE), razédo de
chance (RC), estatistica x2 para o teste de independéncia entre o fator experimental e o
evento de eclosao e probabilidade de significancia (p)
Estatisticas

Fatores Niveis E NE CE RC x2 p
NPS do ruido 90 dB 837 168 4,982 1,337 6,300* 0,012
70 dB 835 224 3,728
Vocalizagdes COM 883 191 4,623 1,178 1,964 0,161
da espécie SEM 789 201 3,925

* Efeito significativo ao nivel de 5%

As chances de eclosdo (CE) corresponderam as razdes entre o total de
eclosbes (E) e ndo eclosdes (NE). Para a comparacéao relativa das chances foi
utilizada a razao de chance (RC). Com este parametro, observou-se que a CE foi
33,7% maior para a exposicdo ao NPS de 90 dB (A) (RC = 1,337). Enquanto que a
RC estimada mediante a adicdo das vocalizacbes foi 17,8% maior do que a
calculada na auséncia deste estimulo (RC = 1,178). Todavia, pelo teste x2,
somente o NPS culminou com a alteragéo significativa da CE (p = 0,012), enquanto
a adicdo das vocaliza¢ges da espécie ndo influiu nesta resposta (p = 1,161).

Os demais efeitos experimentais foram investigados pela regresséo
binomial com funcdo de ligacdo logit, em que se confirmou que, dos fatores
experimentais avaliados na incubacéo, apenas o nivel de pressédo sonora do ruido

foi influente sobre a chance de ecloséo (p = 0,0163) (Tabela 13).
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Tabela 13. Analise de deviance para o modelo binomial logistico ajustado aos dados de eclosao,
com teste x? para a diferenca de deviances

. . . Deviance Valor p
Efeitos GL Deviance GL residual residual P (>x2)
NULO -- -- 30 37,487 --

I 3 4,0533 27 33,434 0,2558

B 7 6,1407 20 27,293 0,5234
\Y 1 2,4263 19 24,867 0,1193
R 1 5,7701 18 19,097* 0,0163
RxV 1 1,8123 17 17,285 0,1782

* Efeito significativa ao nivel de 5%
GL: graus de liberdade; NULO: modelo nulo; I: incubadoras; B: blocos (tempos); V: vocalizagdo materna; R: ruido.

Inimeros fatores podem afetar a eclodibilidade, mas poucas referéncias
sobre a estimulacdo sonora foram descritas, um dos pontos que motivou a
realizacdo desta pesquisa. Por ora, afirma-se que os ovos incubados a 90 dB (A)
apresentaram uma maior chance de eclosdo, sendo a média dos tratamentos deste
nivel de 83,59% (S2 e S4) vs. 78,93% (S1 e S3) em 70 dB (A). Este resultado pode
estar associado ao efeito positivo do som como um estimulo ao nascimento,
mesmo este sendo um ruido (RUMPF; TZSCHENTKE, 2010).

As classificacdes dentro dos diferentes tipos de mortalidade embrionéaria
estiveram acima do esperado para a linhagem. Observou-se que as proporc¢des de
mortalidade precoce e intermediaria se apresentaram semelhantes entre os
tratamentos, mas em S1 e S3 a mortalidade tardia se sobressaiu, possivelmente

explicando a menor eclosé&o relacionada com a exposigéo a 70 dB (A) (Tabela 14).

Tabela 14. Pardmetros que explicam a ndo eclosdo dos ovos nos tratamentos avaliados

Tratamentos
Parametros Valores da literatura S1 S2 S3 S4

Eclodibilidade (%) 85a90 - 76,65 83,80 81,22 83,38
Mortalidade (%) 10a 15 - 23,35 16,20 18,78 16,62
Mortalidade precoce (%) 2a4x 3** 4,70 3,60 3,90 3,40
Mortalidade intermediaria (%) 0,5a0,7* 1** 2,20 1,40 2,00 2,50
Mortalidade tardia (%) 2a4* 5** 16,45 11,20 12,88 10,72
Bicados néo eclodidos (%) 0,7 a 0,9* - 3,62 3,57 3,21 3,06

Vivos (%) - - 1,37 1,73 0,88 1,33

Mortos (%) - - 2,24 1,83 2,32 1,72

* Valores padrdes estabelecidos por Rosa; Avila (2000); ** Valores padrdes estabelecidos por Plano; Di Matte (2013)

Tong et al. (2015a) também relataram um aumento na mortalidade tardia,

todavia, no tratamento estimulado pelas vocalizacbes da espécie, com 5% a mais
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em relacdo ao controle (p<0,05). Estes associaram tal resultado a um possivel
estresse causado pela estimulacdo sonora, até entdo considerada como positiva.
Por isso, os mesmos remeteram a necessidade de mais pesquisas, além de
cuidados quanto ao tempo de exposi¢ao, tipo de som e frequéncia.

Deparou-se com uma maior proporcéo de bicados mortos também em Sl e
S3. Na prética, um pinto bicado vivo/morto era um ovo com potencial para ecloséo,
cuja ave nao teve forgas suficientes para sair da casca, sugerindo novamente que
a exposicdo a 70 dB (A) ndo tenha favorecido o momento da ecloséo.

Sanyal et al. (2013a) encontraram que a exposi¢cao a sons ritmicos a 110
dB (A) favoreceu o desenvolvimento cerebral e a aptiddo de pintos no pds-ecloséo.
Estes autores ndo avaliaram respostas produtivas, como a eclodibilidade, porém,
uma ligacdo de informacgOes pode ser feita. Nesta pesquisa verificou-se que a
exposicdo ao NPS superior de 90 dB (A) proporcionou uma maior chance de
eclosdo em relacdo ao NPS inferior de 70 dB (A), cuja causa principal das nao

eclosdes foram as mortalidades tardias.

ili. Temperatura cloacal e niveis de corticosterona plasmatica
A Tabela 15 traz o resumo da ANOVA para as respostas temperatura
cloacal (TClo; °C) e corticosterona plasmatica (CORT; ng/mL). Dos fatores

experimentais nenhum resultou em efeitos significativos sobre elas (p>0,05).

Tabela 15. Resumo da andlise de varidncia (teste F e valores p) para as respostas fisiolégicas
temperatura cloacal (TClo; °C) e nivel de corticosterona plasmatica (CORT; ng/mL)

Variaveis
Efeitos TClo CORT
F p F P
B 2,333 <0,001 - -
| 35,031 0,142 - -
\% 0,558 0,474 0,111 0,742
R 0,899 0,367 1,543 0,224
VxR 1,008 0,341 2,247 0,145
R? (%) 94,33 12,23
CV (%) 0,29 34,75

* Efeito significativa ao nivel de 5%. Grau de liberdade residual 9 em TClo e 28 em CORT
B: blocos; I: incubadora; V: vocalizagdes (com adigdo ou sem); R: ruido (70 ou 90); R% coeficiente de determinagdo do
modelo ajustado; CV: coeficiente de variagdo

A média geral da temperatura cloacal foi de 39,56 °C. Preconiza-se que
valores normais de TClo em pintos recém-eclodidos estejam entre 38,5 e 39,5 °C
(SOZCU; IPEK, 2015a; SGAVIOLI et al.,, 2016). Os tratamentos de incubagéo
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apresentaram médias muito préximas sendo estas: 39,59 £ 0,15 °C (S1), 39,49 +
0,13 °C (S2), 39,49 + 0,14 °C (S3) e 39,53 + 0,17 °C (S4). Roy et al. (2014)
reportaram o som como um fator influente na vida embrionéria das aves e no
funcionamento biologico das mesmas. Entretanto, dos trabalhos citados que fazem
mencao a parametros fisiolégicos nenhum utilizou a TClo como uma variavel capaz
de detectar o efeito do ambiente acustico na incubacéo artificial.

Segundo Tong et al. (2013), as glandulas supra-renais sao funcionais ao
final da primeira semana de incubagéo produzindo a corticosterona que, junto aos
horménios tireoidianos, atua como um estimulante para o desenvolvimento do
embrido e que fatores externos podem influir na producdo e niveis circulantes
destes hormoénios. Foram observados niveis médios de CORT de 16,77 + 1,34 em
S1, 16,24 £ 2,36 em S2, 14,36 = 1,41 ng/mL em S3 e 20,02 £ 2,79 ng/mL em S4,
mas com a inexisténcia de efeito dos fatores experimentais.

Tong et al. (2015a) relataram niveis médios de 12,7 ng/mL em pintos
recém-eclodidos em um controle e de 10,3 ng/mL em pintos que foram expostos as
vocalizagcbes da espécie a 72 dB (A) na incubacdo. Essas médias também nédo
foram estatisticamente diferentes. Em contrapartida, Kauser et al. (2011)
observaram uma reducao significativa em CORT nos tratamentos estimulados com
vocalizacdes e musica ritmica, quando comparados ao controle. Estes autores
obtiveram 15 ng/ml no controle e de 9,0 ng/ml nos tratamentos estimulados.

Sanyal et al. (2013a) sugeriram que a exposicdo ao som, sobretudo, aos
altos niveis de decibéis, pudesse produzir estresse em embrides de aves e alterar
0s niveis de CORT. Mas, Sanyal et al. (2013z) nao observaram influéncia de seus
tratamentos: musica ritmica e ruido, ambos a 110 dB (A) e um controle a 65 dB (A).
Para os mesmos, o efeito significativo de varias respostas em decorréncia da
estimulacdo sonora na incubacao, paralelo a ndo alteracdo nos niveis hormonais
suporta a adaptacdo dos embrides ao som administrado desde o 10° dia de
incubacdo. Os pintos desta pesquisa também foram expostos aos tratamentos
sonoros deste o0 12° dia de incubacdo. Acredita-se que isto poderia levar a nao

alteracdo dos niveis hormonais.

iv. Qualidade fisica dos pintos de corte
O sucesso da incubacdo depende da eclodibilidade e da qualidade dos
pintos, o que sera determinante na viabilidade futura dos mesmos (DECUYPERE;
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BRUGGEMAN, 2007; ULMER-FRANCO et al., 2010). Nos incubatérios, a
qualidade € avaliada na separacdo de pintos de primeira linha (vendaveis) e de
segunda linha (descarte) (VAN de VEN et al., 2012). As anomalias associadas ao
descarte (PD; %) nesta pesquisa foram pouco frequentes, por isso, S&o

apresentadas em valores totais das oito repeticdes (Tabela 16).

Tabela 16. Total de anomalias (pintos de descarte) para as oito repeticdes realizadas

Tratamentos
Anomalias especificas S1 S2 S3 S4 Total ***
Cérebro exposto - - - - -
Visceras expostas 4 5 3 5 17
Deformacéo olhos - - - - -
Duplicagdo de membros - - -
Membros comprometidos 4 2 1 3 10
Duplicacéo de face - - - - -
Deformacdao bico - - 1 - -
Débeis 1 2 - 1 4
Total* 9 9 5 9 -
Porcentagem** 1,32 1,34 0,68 1,20 -

* Total de anomalias em oito repeticdes/tratamento;
** Porcentagem de anomalias obtida para o total de pintos eclodidos nas oito repetigcdes/tratamento
*** Total de anomalias por categorias

Segundo Plano e Di Matte (2013), o percentual de mas-formacbes que
levam ao descarte deve ser de 0,30%. Observou-se que tal proporcao foi superior
em todos os tratamentos. As visceras expostas e 0os membros comprometidos
foram mais frequentes, sendo que estes problemas séo realmente os mais comuns
(TONA et al., 2004; VAN de VEN et al., 2012). Ndo ha relatos diretos sobre os
efeitos da estimulagdo sonora na incidéncia das anomalias apresentadas. De
acordo com Wilson (2004), essas ocorréncias sdo originarias do estagio inicial de
desenvolvimento embrionario (problemas genéticos).

Nas avaliac6es de umbigo (QU) e jarretes (QJ), verificou-se que as médias
dos escores foram semelhantes entre S2, S3 e S4. Por exemplo, o escore “1”7, que
remete a melhor qualidade dos pintos, ficou entre 84 e 90% nestas duas respostas.
Enquanto que o tratamento S1 aparentou uma menor porcentagem deste escore,
tanto em QU (64,11%) como em QJ (74,85%). Os fatores experimentais
relacionados a estimulacdo sonora foram avaliados pelos escores médios destas
respostas, via ANOVA com a = 0,05 (Tabela 17).



78

Tabela 17. Resumo da analise de variancia (teste F e valores p) para os escores médios de
gualidade de umbigo (QU) e qualidade dos jarretes (QJ)

Variaveis

Qualidade do umbigo (QU) Qualidade dos jarretes (QJ)

Efeitos F p F p
B 1,9165 0,1481 9,5455* <0,001
I 0,3935 0,7596 0,6914 0,572
Y, 81,5738* <0,001 13,0108* 0,003
R 38,4949* <0,001 8,2626* 0,012
VXR 52,6034* <0,001 28,9962* <0,001

R2 (%) 93% - 88,7% -

CV (%) 3,75% - 3,58% -

*Efeito significativa ao nivel de 5%. Grau de liberdade residual = 14
B: blocos; I: incubadora; V: vocalizagdes (com adigdo ou sem); R: ruido (70 ou 90); R% coeficiente de determinagdo do
modelo ajustado; CV: coeficiente de variagdo

O NPS do ruido e as vocalizacbes da espécie apresentaram efeitos
significativos em QU e QJ, com interacdes significativas entre eles (p<0,001). O

desdobramento das interacfes nestas respostas é apresentado na Tabela 18.

Tabela 18. Médias obtidas para os escores de qualidade do umbigo e jarretes, erros-padrdo e
comparacdes realizadas pelo teste de Tukey
Nivel de pressédo sonora do ruido

Vocalizacdes da espécie 70 dB (A) 90 dB (A)
Qualidade de umbigo (QU)

Sem adicdo 1,45 + 0,03 Aa 1,18 + 0,01 Ab
Com adicéo 1,17 £ 0,01 Ba 1,18 £ 0,01 Aa
Qualidade de jarretes (QJ)

Sem adicdo 1,28 + 0,03 Aa 1,13+ 0,03 Ab
Com adicéo 1,13+ 0,03 Ba 1,17 £ 0,03 Aa

Letras mailsculas diferentes nas colunas e letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferencga estatistica pelo teste de
Tukey (p<0,05)

Em QU a exposicdo a 90 dB (A), sem as vocalizacdes, levou a reducédo da
média do escore, o que condiz com pintos de melhor qualidade. Enquanto o efeito
das vocalizacfes s6 foi significativo se associado a 70 dB (A), também resultando
em um menor escore. Verificou-se que o tratamento S1 foi 0 que apresentou a
maior media de escore em QU. Vale mencionar que os pintos classificados nos
escores “2” ou “3” ndo foram descartados, pois, se as visceras ndo estao expostas
0s umbigos fecham-se em poucas horas e o0s residuos da incubacdo se
desprendem sozinhos (PLANO; Di MATTE, 2013). Todavia, segundo Meijerhof

(2003), a mortalidade destas aves é maior. Fasenko; O’'Dea (2008) observaram que



79

pintos com problemas nos umbigos (abertos ou com residuos da incubacéo)
apresentaram um menor peso aos 41 dias de idade e uma maior mortalidade.

Da mesma forma, em QJ o NPS de 90 dB (A) resultou em uma melhor
qualidade dos jarretes (menor escore) na auséncia das vocalizacbes da espécie.
Enquanto que o estimulo natural sé apresentou efeitos significativos nesta
resposta, quando este foi associado a 70 dB (A), com a reducdo no escore. Os
jarretes avermelhados estdo relacionados ao atraso para a eclosdo, pois é um
indicativo de que houve uma maior pressao das pernas contra a casca, Como uma
tentativa de sair do ovo (WILSON, 2004; VAN de VEN et al., 2012). Na pratica, isto
pode prover dificuldade de sustentacdo e movimentacdo, atrasando a ingestédo de
alimentos dos pintos em seus primeiros dias de vida (TERCIC et al., 2015).

Diante da ultima discussao, supdem-se que a estimulacdo sonora nao seja
passivel de alterar diretamente as caracteristicas fisicas das aves. Todavia,
provou-se que o0 ambiente acustico, sobretudo o NPS, esta relacionado com o
tempo de inicio das eclosdes e este sim é descrito como um fator determinante da
qualidade do umbigo e dos jarretes de pintos recém-eclodidos (PLANO; Di MATTE,
2013; LATVEDT; JENSEN, 2014). Disto afirma-se que o tratamento S1 resultou em
uma pior qualidade fisica dos pintos, como uma consequéncia das eclosdes mais
tardias. No mais, os pintos cujos ovos foram expostos ao NPS de 90 dB (A)
apresentaram melhores parametros de qualidade. J4 o efeito das vocalizagbes s6
foi verificado com o NPS de 70 dB (A).

4.3.3. Discusséo geral

Esta pesquisa avaliou os efeitos da estimulacdo sonora na incubagéo
artificial, considerando niveis de pressdo sonora (NPS) do ruido associados a
vocalizacbes da espécie, como uma forma de prover um estimulo natural ao
processo industrial de producédo de pintos de corte.

Em seu levantamento, Broucek (2014) enfatizou que o ruido e os intensos
niveis de pressado sonora compreendem um problema da producdo animal. Isto
motivou o estudo do ruido em um incubatério comercial, caracterizado com um
NPS médio de 90 dB (A). Os resultados obtidos foram diferentes do esperado, visto
que, neste NPS houve um adiantamento das eclosdes, uma maior chance de

eclosdo e melhor qualidade fisica dos pintos. Isto poderia ser justificado pela
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estimulacdo promovida pelo ruido, assim como o ocorrido com outros sons (musica
ou vocalizacdes da espécie), que independente do NPS modulam positivamente os
sistemas fisioldgicos dos embrides (ROY et al., 2014).

As vocalizagbes da espécie, postas como uma forma de sincronizar as
eclosbes e melhorar as habilidades cognitivas das aves, influenciaram
positivamente algumas respostas, porém, somente quando foram adicionadas ao
NPS de 70 dB (A). Disto, concluiu-se que o ruido mais elevado encobriu o efeito
deste estimulo. Portanto, a adicdo das vocalizagbes como uma forma de
enriquecimento ambiental sé seria efetiva se o ruido das incubadoras fosse
reduzido ou se as vocaliza¢des fossem aplicadas a um NPS superior a 90 dB (A).

O tratamento S1 (controle) resultou nos piores resultados. Sugere-se que
no interior do ovo haja uma reducdo no nivel de pressdo sonora que chega ao
embrido, como o evidenciado no Capitulo anterior. Acredita-se que a menor
exposicdo ao NPS externo tenha comprometido o desencadeamento da ecloséo, o
gue também levou a alteracdo das outras respostas. Tong et al. (2015a)
desenvolveram um dos poucos trabalhos que avaliaram os efeitos da estimulagéo
sonora com um interesse direto na avicultura, porém, os resultados em sua maioria
nao foram significativos, o que poderia ser atribuido ao NPS baixo de 72 dB(A).

O tempo para o inicio das eclosdes foi um dos resultados mais relevantes.
Verificou-se um atraso médio de mais de seis horas para que as eclosdes
comecassem nos embrides expostos ao NPS de 70 dB (A), sem as vocalizacoes.
No geral, a variacdo deste tempo é um fator que contribui para a reducdo na
gualidade das aves (DECUYPERE et al., 2001; CAREGHI et al., 2005). Portanto,
defende-se que a menor qualidade do umbigo e jarretes seja uma consequéncia
deste atraso ao inicio das eclosdes.

Para Tzschentke; Plagemann (2006) e Tong et al. (2013) os fatores do
ambiente de um embrido em desenvolvimento podem mudar suas trajetorias,
padrdes fisioldégicos e vida pos-eclosdo. De fato, existem muitos mecanismos
envolvidos na incubacéao artificial com efeitos que ja foram amplamente reportados.
Com os dados desta pesquisa coloca-se 0 ambiente acustico como mais um fator

inerente a incubacéo artificial capaz de afetar, por exemplo, o tempo de incubacao.
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4.4. Conclusodes

1. A exposicdo ao nivel de pressdo sonora das incubadoras comerciais - 90 dB
(A) — proveu melhores resultados na eclosdo. Acelerou o tempo de
nascimento, proporcionou uma maior chance de eclosdo dos ovos e uma

melhor qualidade fisica dos pintos de corte;

2. Os efeitos das vocalizacGes da espécie so foram evidenciados junto ao nivel
de presséo sonora inferior, concluindo-se que o ruido de 90 dB (A) encobriu
o estimulo natural. A adi¢cdo das vocalizagbes a 70 dB (A) resultou em

eclosbes mais precoces e em pintos com uma melhor qualidade;

3. As respostas relacionadas ao crescimento embrionario e as variaveis
fisiolégicas no pos-eclosdo nédo foram influenciadas pela estimulacdo sonora

na incubacao artificial.
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5. ESTIMULOS SONOROS NA INCUBACAO ARTIFICIAL E OS
EFEITOS NO DESEMPENHO DE PINTOS DE CORTE

RESUMO

Varios fatores inerentes a incubacéo artificial podem influenciar o futuro da
producado avicola. Objetivou-se com esta pesquisa avaliar se a estimulacdo sonora
promovida durante o desenvolvimento embrionario poderia alterar o desempenho
de pintos de corte. Os tratamentos avaliados foram determinados por dois niveis de
pressdo sonora (NPS), um controle a 70 dB (A) e o outro representando
incubadoras comerciais a 90 dB (A), acrescidos ou ndo de vocalizacbes da
espécie. Essas combinagBes determinaram os tratamentos: S1 [70 dB (A) sem
vocalizacdes], S2 [90 dB (A) sem vocalizacbes], S3 [70 dB (A) com vocalizacdes] e
S4 [90 dB (A) com vocalizagcbes]. Foram realizados oito ciclos de incubacdes
(repeticbes), em um delineamento aleatorizado em blocos. Os pintos foram
alojados por uma semana e como respostas mensurou-se 0S pesos na eclosao e
no final do alojamento, ganho de peso, consumo de racao, conversado alimentar e
mortalidade. O peso na eclosdo foi influenciado pelo NPS do ruido, com a
exposicao a 90 dB (A) resultando em pintos mais leves. Todavia, o peso final e 0
ganho de peso néo diferiram, sugerindo-se a compensagdo dos pintos que
eclodiram com um menor peso. O consumo de racdo foi maior nos animais cuja
exposicdo embrionaria ocorreu ao NPS de 70 dB (A) sem as vocalizacdes
(controle), o que consequentemente piorou a conversdo alimentar. Com estes
resultados conclui-se que o ruido das incubadoras comerciais e/ou a adi¢cdo das
vocalizacdes da espécie promoveram melhores resultados produtivos.

Palavras-chave: Bioacustica; Conversao alimentar; Estresse; Ganho de peso;
Ruido

ABSTRACT

Several factors to artificial incubation can influence the future of poultry
production. The objective of this research was to evaluate if the sound stimulation in
the embryonic development can alter the performance of chicks. The treatments
were determined by two sound pressure levels (SPL), the control with 70 dB (A) and
the SPL representing commercial hatcheries with 90 dB (A), added (or not) with
vocalizations of the species. The following combinations determined the treatments:
S1 [70 dB (A) without vocalizations], S2 [90 dB (A) without vocalizations], S3 [70 dB
(A) with vocalizations], and S4 [90 dB (A) with vocalizations]. Eight repetitions
(hatching cycles) were performed in a randomized block design. The chicks were
housed for a week and the evaluated responses were the weights in hatching and
at the end of the housing, weight gain, feed intake, feed conversion and mortality.
Hatching weight was influenced by the NPS, with exposure to 90 dB (A) resulting in
lighter chicks. However, the final weight and weight gain did not differ. Feed intake
was higher in animals whose embryo exposure was at 70 dB (A) (control), which
consequently worsened feed conversion. With these results we conclude that the
noise of the commercial hatcheries and/or the addition of the vocalizations of the
species promoted better productive results.

Keywords: Bioacoustics; Feed conversion; Weight gain; Stress; Noise
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5.1. Introducéao

Os pintos de corte destinados as granjas devem apresentar uma boa
viabilidade e potencial de crescimento, para que no final da criagéo bons resultados
sejam alcancados. Assim, os fatores que influenciam na producdo de pintos nos
incubatorios séo relevantes em todo o ciclo da avicultura (WILLEMSEN et al., 2008;
ULMER-FRANCO et al., 2010; NAZARENO et al., 2014; CAMARGO et al., 2015).

O tempo de incubacao representa entre 30% e 40% da vida de um frango e
os efeitos deste periodo nos embrides sera extremamente critico para a vida
subsequente das aves (MAIORKA et al.,, 2006; VILLANUEVA et al., 2016).
Especificamente no caso da incubacado, diferentes condicbes de temperatura,
umidade, viragem dos ovos e ventilagdo impdem as aves jovens uma bagagem de
condicdes, cujas consequéncias vao além até de seu potencial genético (TONA et
al., 2005; DECUYPERE; BRUGGEMAN, 2007; DUMAN; SEKEROGLU, 2017).

De acordo com Lgtvedt; Jensen (2014), o ambiente pré-eclosdo é passivel
de afetar o fenétipo e a fisiologia dos pintos de corte de varias maneiras. Neste
sentido, outros fatores além daqueles que ja sdo bem conhecidos estdo sendo
estudados. As pesquisas de Archer et al. (2009), Ozkan et al. (2012), Archer;
Mench (2013) e Tong et al., (2015b), por exemplo, abordaram a questdo da
luminosidade na incubacédo artificial. Segundo estes, os embrides responderam a
estimulacdo luminosa por causa da atividade precoce da glandula pineal, de modo
gue, as mudancas nos ciclos de claro e escuro, diferentes intensidade e espectros
de cores durante a incubag¢do modificaram o crescimento e o bem-estar dos pintos.

Nesta pesquisa, defende-se que a bioacustica (estimulacdo sonora) na
incubacao artificial possa influir no desenvolvimento embrionario e no desempenho
dos pintos de corte. Sanyal et al. (2013) e Roy et al. (2014) explicam que 0 som
age como um estimulo para muitos sistemas biol6gicos durante o0 seu
desenvolvimento e apresenta uma profunda influéncia na fisiologia/comportamento
destes organismos. Pesquisas anteriores provaram que os embrides de aves de
linhagens comerciais possuem um sistema auditivo funcional e que a exposicao
pré-eclosdo aos estimulos sonoros pode desempenhar um papel importante no
pos-eclosdo (JONES et al., 2006; ALLADI et al., 2002; ALLADI et al., 2005).

Apesar dos levantamentos citados, sdo poucas as informacdes sobre a

estimulacdo sonora no desenvolvimento embrionario de aves comerciais focadas
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em respostas produtivas, visto que, as pesquisas citadas sdo direcionadas
principalmente ao campo da neurofisiologia. O trabalho mais préximo da producéo
avicola foi desenvolvido por Tong et al. (2015a), os quais avaliaram a adicdo de
vocalizagbes da espécie durante a incubacdo, mas com avaliagcdes realizadas
somente até a eclosdo. Com isto, objetivou-se avaliar os efeitos da estimulacdo

sonora provida na incubacéao artificial no desempenho de pintos de corte.

5.2. Material e Métodos

Este experimento foi realizado no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em
Ambiéncia (NUPEA) e no Departamento de Genética da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), em Piracicaba — S&o Paulo (Latitude:
22° 42’ 41.4” Sul; Longitude 47° 37’ 47.2” Oeste; Altitude: 546 metros). Os
procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo protocolo 2015 — 21,
proferido pela Comissé&o de Etica do Uso de Animais da ESALQ/USP.

5.2.1. Tratamentos, incubacdes e alojamento dos pintos

Os tratamentos aplicados na incubacgéao artificial foram determinados pela
associacao de dois niveis de pressao sonora (NPS), um de 70 dB (A) (controle) e o
outro de 90 dB (A) simulando o ruido de incubadoras comerciais. A estes dois NPS
foram acrescidas ou ndo vocalizacbes da espécie, como um estimulo natural, a
partir do 12° dia do desenvolvimento embrionéario (ALLADI et al., 2005; JAIN et al.,
2004). A associacdo dos NPS com a presenca/auséncia das vocaliza¢des originou

um esquema fatorial 2 x 2, com os tratamentos denominados em:

= S1-ruido de 70 dB (A), sem vocalizagGes (controle);
= S2-ruido de 90 dB (A), sem vocalizagoes;
» S3-ruido de 70 dB (A) com vocalizacdes da espécie;

» S4 -ruido de 90 dB (A) com as vocalizacdes.

Foram realizadas oito repeticbes condizentes com oitos ciclos de
incubacdo. Para tanto, adotou-se um delineamento experimental em blocos, de

modo que, em cada repeticdo, os tratamentos descritos foram aleatorizados e
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igualmente repetidos (duas vezes) em quatro incubadoras isoladas acusticamente.
Para isso, considerou-se um controle local duplo de linhas (blocos — tempo) e
colunas (incubadoras), totalizando-se 32 unidades experimentais. Algumas
informacgdes sobre as incubagdes e eclosao dos pintos encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19. Informacdes referentes as repeticbes experimentais

Idade ]
) Ecloséo Final do

Incubaces Ovos matrizes Postura Incubacéo L )

(inicio) alojamento
(semanas)

1 360 45 02/09/16 07/09/16 28/09/16 06/10/16
2 360 53 02/11/16 07/11/16 28/11/16 06/12/16
3 360 591 23/12/16 26/12/16 17/01/17 26/01/17
4 360 46 23/02/17 28/02/17 20/03/17 27/03/17
5 360 52 07/04/17 11/04/17 01/05/17 08/05/17
6 360 57 10/05/17 15/05/17 05/06/17 12/06/17
7 360 63?2 16/06/17 26/06/17 16/07/17 24/07/17
8 360 593 06/09/17 12/09/17 03/10/17 10/10/17

1Primeira troca de lote; 2Segunda troca de lote; 3Terceira troca de lote

Os ovos foram provenientes de um Unico matrizeiro e a linhagem utilizada
foi a COBB — 500®, com a troca de lotes em funcdo do tempo de experimentagao.
Ao todo 2880 ovos foram incubados, distribuidos igualmente entre repeticbes e
tratamentos. Em cada ciclo de incubacéo trabalhou-se com um montante de 360
ovos. As incubadoras experimentais foram ajustadas em 37,5 °C e a umidade
relativa em 55%, com a viragem das bandejas a cada duas horas. No interior delas
havia caixas amplificadoras (Mini Speaker® - BT51) que reproduziam o NPS de 90
dB (A) e/ou as vocalizacdes da espécie, visto que o NPS de 70 dB (A) era inerente
ao funcionamento das mesmas. CalibracGes foram realizadas previamente com um
decibelimetro comercial (DEC — 490 da Instrutherm®).

As incubadoras foram isoladas acusticamente para evitar a interferéncia
dos tratamentos. O ruido esteve presente 24 horas/dia a partir do 1° dia de
incubacéo. Enquanto que as vocalizacfes da espécie foram adicionadas a partir do
12° dia, em decorréncia do desenvolvimento do sistema auditivo dos embribes
(ALLADI et al., 2005; JAIN et al., 2004). As vocalizagcdes foram continuas, com
picos de maior atividade em intervalos de 20 minutos, como o0 sugerido por Foster

et al. (1995). Os tratamentos sonoros foram mantidos até a retirada dos pintos,
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compreendendo obrigatoriamente o periodo de 24 horas pés-eclosdo. Outras
informacdes e as ilustracbes podem ser acompanhadas no Capitulo anterior.

ApGs o inicio das eclosdes, os pintos foram retirados das incubadoras em
dois momentos diferentes: entre o 21° e 22° dia de incubacéo e apds o0 22° dia,
destinando-se somente as aves viaveis para 0 alojamento por uma semana,
contada a partir da primeira expedicao.

Os tratamentos foram aleatorizados (por bloco) entre quatro boxes de 8,36
m? (2,2 metros de largura e 3,8 metros de comprimento). O espaco dos boxes foi
reduzido com placas de Eucatex® formando um circulo de protecdo de 130 cm de
diametro, para manter as aves mais proximas da fonte de calor, no caso, lampadas
infravermelhas (OSRAM®, 250 W) (Figura 20A/B/C).

Figura 20. Conjunto de boxes de alojamento (A); detalhes para o circulo de protecao (B); separacéo
pintos para o alojamento e pesagem na ecloséo (C)

Os pintos foram manejados conforme recomendag¢fes da linhagem (COBB,
2009). A densidade de alojamento variou em funcdo da quantidade de eclodidos
por tratamento, ficando em torno de 15 pintos/m?. O controle da temperatura foi
realizado na faixa de 30 e 32 °C nos primeiros quatro dias e 28 e 30 °C nos dias
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seguintes. Como cama utilizou-se palha de arroz a 5 cm de profundidade. O
programa de luz foi de 24 horas, em funcdo do uso de lampadas como fonte de

calor. A agua e a racao inicial foram fornecidas ad libitum.

5.2.2. Variaveis resposta

Os pintos foram pesados individualmente assim que retirados das
incubadoras para obtencédo do peso médio na eclosao (PE; g). Posteriormente, eles
foram pesados no ultimo dia de alojamento, obtendo-se o peso médio final (PF; g).
Com isso se calculou o ganho de peso médio dos pintos (GPM; g), dividindo-se o
ganho de peso dos tratamentos pela quantidade de pintos alojados na repeticao.

A racao fornecida foi quantificada em sua totalidade por tratamento de
incubacédo, visando aferir o consumo médio de racdo/pinto nos sete dias de
alojamento (CMR; g). Para a obtencdo da conversdo alimentar (CA), dividiu-se o
(CMR; g) pelo ganho de peso médio dos pintos de cada tratamento (GPM; g). As
pesagens (aves e ragcdo) foram realizadas em uma balanca digital BAT1 (Veit
Electronics®). As mortalidades ao longo da primeira semana foram registradas e

correcdes aplicadas para os calculos de consumo de racgao.

5.2.3. Anélise estatistica

As andlises foram executadas no software estatistico R (R CORE TEAM,
2017). As relacbes causais entre os fatores experimentais e possiveis alteracdes
nas respostas foram investigadas por meio da ANOVA (respostas normais). As
ANOVAs foram conduzidas considerando-se o modelo linear classico de efeitos
fixos e suas pressuposicOes foram validadas a partir de graficos dos residuos e os
testes de normalidade de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancias de Bartlett.
Posteriormente as ANOVASs, os tratamentos foram comparados pelos testes t e de

Tukey. Os testes de hipoteses foram feitos com a = 0,05.

5.3. Resultados e Discussao

O peso na eclosao de pintos de corte depende de varios fatores, incluindo

agueles relacionados as matrizes, condicbes de armazenamento dos ovos e as
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préprias condi¢cdes de incubacdo (TONA et al., 2005; MAIORKA et al., 2006).
Paralelamente, estimulos ambientais providos durante o desenvolvimento
embrionério podem afetar o futuro desempenho destes animais (ARCHER et al.,
2009; TONG et al., 2013; ARCHER; MENCH, 2013). O resumo da analise de
variancia do peso dos pintos na eclosdo (PE; g) e das demais respostas

relacionadas ao desempenho na primeira semana é apresentado na Tabela 20.

Tabela 20. Resumo da andlise de variancia (teste F e valores p) das respostas de desempenho peso
na ecloséo (PE; g), peso final (PF; g), ganho de peso (GP; g), consumo de racéo (CR; g) e
converséo alimentar (CA)

Variaveis
Efz'to PE PF CR GP CA
F p F p F p F p F p
B 11,04« <0,001 8335 <0001  19,55*  <0,001  7533* <0001  3,33* 0,019
| 1,16 0,350 0,64 0,601 1,08 0,382 0,33 0,803 0,41 0,748
v 267 0,119 1,04 0,321 9,54+ 0,006 0,44 0513 12,06+ 0,002
R 4,72 0,043 0,06 0,805 3,38 0,08 0,41 0,528 2,44 0,136
VXR 130 0,269 0,05 0,826 9,40* 0,007 0,18 0,676 8,71* 0,009
RZ (%) 83,25% 97,02% 90,02% 96,71% 73.17%
CV (%) 2,12% 3,84% 9,92% 6,25% 10,20%

* Efeito significativa ao nivel de 5%. GL residual igual a 18
B: blocos; I: incubadora; V: vocalizagBes (com adicdo ou sem); R: ruido (70 ou 90); R? coeficiente de determinagdo do
modelo ajustado; CV: coeficiente de variagéo

As médias e os erros-padréo referentes ao PE foram de 50,06 + 0,59 g em
S1, 48,82 + 0,74 g em S2, 50,24 + 0,78 g em S3 e 49,85 £ 0,65 g em S4. Verificou-
se que o nivel de pressdo sonora apresentou efeito significativo (p = 0,043) para
esta resposta. A exposicao a 70 dB (A) resultou em uma média de PE de 50,15 +
0,48 g, enquanto que a de 90 dB (A) de 49,34 + 0,50 g, diferindo pelo teste t de
Student, com a = 0,05. Nao houve interacdo significativa entre os fatores
experimentais avaliados e nenhum efeito para a adicdo das vocalizacGes da espécie
foi observado (p>0,05).

Segundo Brake et al. (1997) e Tona et al. (2005), o peso dos pintos na
eclosdo estd diretamente relacionado a perda de peso dos ovos durante a
incubacédo, dependente da evaporagdo de agua pelos poros da casca, dentre
outros fatores. No Capitulo anterior demonstrou-se o efeito da exposicdo ao NPS
de 90 dB (A) na perda de peso dos ovos que foi maior sobre a acédo deste nivel de
pressao sonora. Assim, sugere-se que a sutil redugcédo observada no PE possa ser
explicada pela maior perda de peso dos ovos que ocorreu sobre o efeito da
exposicdo ao NPS de 90 dB (A).
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Outras pesquisas com estimulacdo sonora na incubacéo artificial ndo
identificaram diferencas significativas no peso na eclosdo de seus tratamentos.
Kesar (2013) obteve 38,76 g em pintos do controle e 34,43 g no grupo experimental
(ruido crénico a 110 dB). Do mesmo modo, Tong et al. (2015a) obtiveram os
mesmos Pesos No grupo controle e no grupo exposto as vocalizacdes da espécie a
72 dB (A), ndo elucidando os seus resultados. Esses autores relataram em
somente o peso dos pintos na eclosao, sem avaliar outras respostas produtivas.

As médias do peso ao final da primeira semana (PF; g) foram de 139,03 *
7,93 gem S1, 139,93 + 9,88 g em S2, 141,40 + 8,26 g em S3 e 141,46 + 9,20 g em
S4. Para esta resposta ndo foram encontrados efeitos dos fatores principais
aplicados na incubacgéo (p>0,05). Sugere-se que o menor PE dos tratamentos
incubados a 90 dB (A) tenha sido compensado ao longo da primeira semana de
crescimento. Nos diagramas da Figura 21, é possivel acompanhar a uniformidade
das respostas PE (g) e PF (g), considerando a totalidade de pintos eclodidos entre
as oito repeticbes. Percebe-se uma distribuicdo semelhante nos pesos dos
tratamentos de incubagdo, com medianas proximas a 50 g no PE e a 140 g no PF e

poucos pontos discrepantes.
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Figura 21. Boxplot das respostas peso na ecloséo (PE; g) (A) e peso final (PF; g) (B) para avaliagdo
da uniformidade dos pintos em fun¢éo dos tratamentos de incubacéo

No ganho de peso médio dos pintos/tratamento (GPM; g), nenhum fator
experimental apresentou influéncia significativa (p>0,05). Novamente, este

resultado pode ser atribuido a uma compensacéo ao longo da primeira semana dos
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fatores que apresentaram um menor PE na eclosdo. A saber, as médias e erros-
padrdo desta resposta em S1, S2, S3 e S4 foram, respectivamente: 86,65 + 23,26
g, 88,22 + 29,47 g, 88,11 £ 24,93 g e 87,44 + 28,46 g.

Para o consumo médio de ragcédo (CMR; g), verificou-se o efeito significativo
da adicéo das vocalizacdes da espécie (p = 0,006) e da interacdo vocalizacao (V) x
ruido (R) (p=0,007). Com o desdobramento dos fatores experimentais, observou-se
gque a exposicdo ao NPS de 70 dB (A) na auséncia das vocalizagbes resultou em
um maior CMR dos pintos, enquanto que esta resposta foi igual nos dois niveis de

pressdo sonora na presenca das vocalizacfes (Figura 22A).
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Figura 22. Médias obtidas para o CMR (A) e para a CA (B), barras de erros-padrdo e comparagdes
realizadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas indicam diferencas entre os
dois NPS e letras minUsculas entre a presenca/auséncia das vocaliza¢fes

Do mesmo modo, na conversao alimentar (CA), os efeitos da adicao das
vocalizacbes (p = 0,002) e a interagdo entre as vocaliza¢des e o NPS do ruido (p =
0,009) foram significativos, com o0 mesmo padréo de resposta observado no CMR.
Assim, verificou-se que o NPS de 70 dB (A) na auséncia das vocalizacdes da
espécie culminou com uma pior CA (Figura 22B). Vale mencionar que a conversao
alimentar se trata da relagédo entre o consumo de ragao e o ganho de peso, sendo

o0 ultimo n&o influenciado pelos fatores experimentais.
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O desempenho esperado de pintos recém-eclodidos baseia-se na alta
viabilidade, boa taxa de crescimento e baixa conversao alimentar (DECUYPERE;
BRUGGEMAN, 2007). Na auséncia de dados para comparar o desempenho em
funcdo da estimulacdo sonora provida na incubacdo, algumas hipoteses foram
levantadas para explicar o maior CMR e 0 mesmo GPM, resultando em uma pior
CA no tratamento exposto a 70 dB (A) sem as vocaliza¢des, ou seja, no controle.
Uma delas refere-se ao comportamento dos pintos apos a eclosdo. De acordo com
Jain et al. (2004) e Sanyal et al. (2013), a estimulagédo sonora pode modelar o
comportamento das aves e isso esta diretamente relacionado com o maior ou
menor nivel de atividade e, consequentemente, com um maior ou menor consumo
de racéo para a obtengcdo de um mesmo ganho de peso.

Paralelamente, Woodcock et al. (2004) verificaram que a estimulacéo
sonora pos-eclosdo, com chamados da espécie, melhorou as respostas produtivas
de pintos de corte (ganho de peso e conversao alimentar) nos primeiros nove dias
de vida. Segundo estes autores, os ambientes de producdo atuais falham em
aspectos naturais das espécies, de modo que os resultados obtidos por eles sédo
explicados pelo comportamento das aves que tenderam a se aproximar mais dos
comedouros. Esse artificio poderia ser utilizado como enriguecimento ambiental,
visando nao s6 os resultados produtivos como melhores condi¢cées de bem-estar.

Outra hipétese associa-se ao tempo eclosdo, cujas respostas foram
verificadas no Capitulo anterior. Segundo Tamboli et al. (2018), apesar do ganho
de peso ndo ser necessariamente afetado, os pintos que eclodem tardiamente
podem apresentar uma reducdo na altura das vilosidades intestinais, o que afeta a
absorcao dos nutrientes e resulta em um CMR maior para obtencédo de um mesmo
GPM. Os pintos do tratamento S1 (controle) eclodiram cerca de seis horas mais
tarde que os dos demais tratamentos (Capitulo 4), denotando-se o efeito negativo
da exposicdo a 70 dB (A) na auséncia das vocalizagbes. Para esta mesma
condicao, também foram encontrados pintos de pior qualidade (jarretes e umbigo),
0 que segundo Decuypere; Bruggeman (2007), Yassin et al. (2009) e Ulmer-Franco
et al. (2010), é outro fator determinante no desempenho de pintos de corte.

Sobre a mortalidade observada nos sete dias, encontrou-se: 1,25% em S1,
0,50% em S2, 0,37% em S3 e 0,50% em S4. Para estes valores nao foi utilizado
nenhum método estatistico em funcdo da pouca ocorréncia dos eventos, mas

atenta-se para que em S1 tenha sido observado um valor aparentemente maior.
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Percentuais de até 1,50% sao considerados aceitaveis (HEIER et al., 2002; COBB,
2008), mas cabe mencionar que as principais causas de mortalidade inicial estao
associadas a menor qualidade dos pintos (FASENKO; O’'DEA, 2008). Além disso,
esses resultados de mortalidade quando consideradas as escalas de producao
industrial, representam perdas financeiras significativas.

Maiorka et al. (2006) e Tona et al. (2010) explicam que o desempenho dos
pintos esta relacionado a vida embrionaria, mas poucos efeitos e correlacbes entre
esses momentos foram estabelecidos. Em complemento, Tzschentke (2012)
menciona que o impacto das condi¢des fisicas do pré-eclosao na vida pos-ecloséo,
incluindo o desenvolvimento e o desempenho dos pintos, é cada vez mais aceito
pela producdo industrial. Todavia, como jA& mencionado, ndo foram encontrados
relatos sobre os efeitos da estimulagédo sonora da incubacdo no ganho de peso,
peso final, consumo de racdo e conversao alimentar. Sugere-se que 0 presente
trabalho seja pioneiro nestas informacgdes, por mais que outras pesquisas sejam

conduzidas para corroborar, complementar ou divergir destes resultados.

5.4. Conclusodes

O consumo de racao foi maior nos pintos que durante o desenvolvimento
embrionério foram expostos ao NPS de 70 dB (A), na auséncia das vocalizacdes, o
gue consequentemente piorou a conversao alimentar. Com isto concluiu-se que o
ruido das incubadoras comerciais e/ou a adicdo das vocalizacbes da espécie

promoveram melhores resultados produtivos na primeira semana dos pintos.
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6. COMPORTAMENTO DE PINTOS DE CORTE: OS REFLEXOS DA
ESTIMULACAO SONORA DA INCUBACAO ARTIFICIAL

RESUMO

Esta pesquisa avaliou os efeitos da estimulacdo sonora da incubacao
artificial em respostas comportamentais de pintos de corte. Para isso, os testes de
imobilidade tbdnica, isolamento social e campo aberto foram realizados,
considerando diferentes periodos e condigBes. Ovos férteis comerciais foram
expostos aos tratamentos determinados por dois niveis de pressdo sonora [70 e 90
dB (A)] acrescidos ou ndo com vocalizagdes da espécie. Apos a ecloséo as aves
foram avaliadas sobre o efeito residual destes tratamentos, em trés periodos (24,
72 e 144 h pés-eclosdo) e em duas condi¢cdes: em siléncio (S) ou expostas
novamente as vocalizacfes (C). O NPS s6 apresentou efeitos no tempo de laténcia
para o retorno a posi¢ao de pé, nas primeiras 24 horas pés-eclosdo. No isolamento
social, os niveis de vocalizacdo e movimentacdo dos pintos, em 24 horas, foram
menores nos tratamentos expostos as vocalizagBes na incubacgdo, que também
apresentaram uma menor distancia percorrida no campo aberto em 24 horas pos-
eclosdo. Os efeitos da estimulacdo sonora da incubacdo foram notérios em
algumas respostas comportamentais em até 24 horas pos-eclosédo. Além disso, a
realizagédo dos testes com as vocaliza¢des de fundo reduziu o medo/estresse, mas
0 avanco dos periodos (idade) tornou os pintos menos sensiveis a este estimulo.

Palavras-chave: Audicdo; Imobilidade tonica; Memoaria; Nivel de atividade

ABSTRACT

This research evaluated the effects of sound stimuli in artificial incubation
on the behavioral responses of broiler chicks. To do so, tonic immobility, social
isolation and open field tests were performed by taking into consideration different
periods and conditions. Commercial fertile eggs were exposed to treatments based
on two sound pressure levels [70 and 90 dB (A)] with, or without, species-specific
vocalizations. After hatching, chicks were evaluated on the residual effect of the
treatments, in three different periods (24, 72 and 144 h post-hatching) and under
two conditions: silence (S) or exposed to species-specific vocalizations (C). The
SPL only showed effect on the latency time to return to the standing position in 24
hours after hatching. With respect to the social isolation test, the vocalization and
movement levels in the first period were lower in treatments exposed to
vocalizations during incubation. These treatments also presented shorter covered
distance in the open field (24 hours). Notorious effects of sound stimulation were
recorded in some responses in 24 hours after hatching. Moreover, the rests
comprising background vocalizations showed reduced fear/stress in chicks;
however, the advancement of periods (age) made chicks less responsive to such
stimulus.

Keywords: Hearing; Tonic immobility; Memory; Activity level
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6.1. Introducéo

O ambiente pré-natal pode modular/alterar as trajetérias etololégicas dos
animais, o que também € veridico para as aves cujo desenvolvimento embrionario
ocorre “in ovo” (LOTVEDT, JENSEN, 2014; DIXON et al., 2015). As pesquisas de
Wadhwa et al. (1999), Jain et al. (2004), Kauser et al. (2011) e Sanyal et al. (2013)
inserem-se diretamente nesta discusséo e sao importantes referéncias de como a
estimulacdo sonora embrionaria € capaz de influir no comportamento, preferéncias
perceptuais e memoéria de aves comerciais (Gallus gallus domesticus).

A incubacdao artificial ndo possui recursos visuais/auditivos suficientes para
0s embrides, 0 que pode, dentre outros fatores, comprometer sua capacidade de
adaptacao e percepcao pos-eclosdo (ARCHER et al.; 2009; TZSCHENTKE, 2012).
Pelo contréario, nos incubatérios, o ambiente acustico € o resultado do barulho das
incubadoras, o que é bem diferente das condi¢Bes naturais (EDGAR et al., 2016).

Segundo Tzschentke (2012), no final dos 21 dias de incubacdo, a maioria
dos mecanismos fisiologicos sdo bem formados e a maturacdo destes sera
melhorada pela estimulacdo ambiente, como a exposi¢cdo a diferentes sons ou
variacdes de claro e escuro. Kauser et al. (2011) e Sanyal et al. (2013) relataram
alterac6es no comportamento de pintos que durante a vida embrionaria receberam
ruidos cronicos a 110 dB (A) ou estimulos positivos (muasica ritmica ou
vocalizacbes da espécie). Segundo estes, a capacidade de orientacdo e a
aprendizagem foram favorecidas nos grupos expostos aos sons positivos. Nesta
mesma linha, Jain et al. (2004) e Roy et al. (2014) provaram que pintos eram
predispostos aos sons recebidos na incubacdo, o que poderia ser atribuido a
memoria antes mesmo da ecloséo.

A comunicacdo entre os pintos recém-eclodidos e os adultos ocorre
principalmente por meio de sinais vocais e auditivos (PARK; BALABAN, 1991;
TEFERA, 2012). Segundo Edgar et al. (2016), no ambiente natural, a galinha
vocaliza para seus ovos durante o choco e os sons recebidos ainda na vida
embriondria auxiliam no reconhecimento da mae apds a eclosdo, tornando 0s
filhotes aptos ao ambiente e menos temerosos. Mesmo com toda carga genética
imposta as espécies comerciais, ja foi provado que o contato com estimulos

adultos influencia positivamente no comportamento, preferéncias alimentares e
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adaptacdo ao ambiente destes animais (GVARYAHU et al., 1987; GVARYAHU et
al., 1989; WAUTERS et al., 2002; WOODCOCK et al., 2004; EDGAR et al., 2015b).
De acordo com Forkman et al. (2007), quando se deseja avaliar questoes
como o medo, reconhecimento e a adaptacdo tém-se como ferramentas os testes
comportamentais. Esses testes sdo baseados em respostas que, em conjunto,
fornecem informacgdes sobre como o0 organismo se expressa frente as imposicdes
ambientais/sociais. Por exemplo, o teste de campo aberto envolve a exposi¢cao do
animal a um ambiente novo, partindo-se do principio que iSso permeie por
alteracdes comportamentais que vao do medo a exploracdo e marcacao territorial
(JONES; CARMICHAEL, 1997; HEIBLUM et al., 1998). Enquanto que o teste de
imobilidade tbnica € baseado em um reflexo natural de defesa, quando o animal se
finge de morto se contido fisicamente, com o tempo de retorno ao estado normal
como a principal resposta (THOMPSON; LIEBREICH, 1987; PITTET et al., 2014).
O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento pos-eclosdo de
pintos de corte, por meio de testes especificos (imobilidade tbnica, isolamento
social e campo aberto), considerando os efeitos residuais dos estimulos sonoros

gue estes receberam no desenvolvimento embrionario.

6.2. Material e Métodos

Esta pesquisa foi conduzida no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em
Ambiéncia (NUPEA) e no Departamento de Genética da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), em Piracicaba — S&o Paulo (Latitude:
22° 42° 41.4” Sul; Longitude 47° 37° 47.2” Oeste; Altitude: 546 metros). Os
procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo protocolo 2015 — 21,
proferido pela Comisséo de Etica do Uso de Animais da ESALQ/USP.

6.2.1. A estimulagado sonora naincubacgéao artificial

Os tratamentos aplicados na incubagéo artificial foram determinados pela
associagao de dois niveis de pressao sonora (NPS), um de 70 dB (A) (controle) e o
outro de 90 dB (A) simulando o ruido de incubadoras comerciais. A estes dois NPS
foram acrescidas ou nédo vocalizacGes da espécie, como um estimulo natural, a
partir do 12° dia do desenvolvimento embrionario (ALLADI et al., 2005; JAIN et al.,
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2004). A associacao dos NPS com a presenca/auséncia das vocalizagdes originou

um esquema fatorial 2 x 2, com os tratamentos denominados em:

= Sl -ruido de 70 dB (A), sem vocaliza¢des (controle);
= S2-ruido de 90 dB (A), sem vocalizagdes;
= S3-ruido de 70 dB (A) com vocalizacGes da espécie;

» 5S4 -ruido de 90 dB (A) com as vocalizacoes.

Os pintos utilizados nos testes comportamentais foram resultantes de um
ciclo de incubacao realizado no més de janeiro de 2017. Apds a eclosado os pintos
foram identificados numericamente com anilhas e alojados por uma semana em
boxes, separados por tratamento. Informagfes detalhadas sobre as incubacoes
experimentais, aplicacdo dos tratamentos sonoros e alojamento dos pintos foram

apresentadas nos Capitulos 4 e 5.

6.2.2. Testes comportamentais

Os testes escolhidos para aferir os efeitos da estimulagdo sonora no
comportamento dos pintos apés a eclosdo foram o de imobilidade tbénica - IT

(Figura 23A), isolamento social - IS (Figura 23B) e campo aberto - CA (Figura 23C).

', Ponto zero

’ 4 b 00:1080 o

A B cC
Figura 23. Teste de imobilidade tdnica (A); teste de isolamento social (B); teste de campo aberto (C)

Estes testes foram aplicados em trés periodos diferentes: periodo 1 - testes

realizados em até 24 horas (um dia) apGs a eclosao; periodo 2 - testes realizados
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apos 72 horas (trés dias) da ecloséo; periodo 3 - testes realizados apos 144 horas
(seis dias) da ecloséo. Além dos periodos, foram avaliadas duas condi¢des, sendo
uma delas a condi¢cdo “S”, com os testes realizados em siléncio e a outra a
condi¢cao foi a “C”, com a reprodugdo das vocalizagBes da espécie durante a
aplicacao dos testes. As vocalizagdes da condi¢ao “C” foram as mesmas aplicadas
nos tratamentos S3 e S4 na incubacdo, a um NPS médio de 75 dB (A), com picos
de 85 dB (A), reproduzidas por caixas amplificadoras (Mini Speaker® - BT51). As
caixas amplificadoras foram posicionadas a 20 cm dos aparatos experimentais
utilizados nos testes de comportamento.

Os tratamentos de incubacdo foram submetidos aos testes
comportamentais (IT, CA e IS), nos trés periodos (1, 2 e 3) e nas duas condicbes
(S e C). Para tanto, os testes foram duplicados entre os periodos, 0 que resultou
em seis dias de experimento (periodo = pares de dia). Foram utilizados cinco pintos
por tratamento de incubacdo, por condicdo e por periodo em cada teste
comportamental. As aves foram consideradas como repeti¢cdes, aleatorizadas e

nao repetidas nos periodos. A Tabela 21 exibe a quantificacao de testes e aves.

Tabela 21. Quantificagdo dos testes comportamentais e quantidade de aves, para cada situagéo de
avaliacéo (A e B), dentro de cada periodo (1, 2, 3

Periodos
Tratamentos de 2
incubacéao Testes Condigdo Condigéo Condicdo
S C S C S C
Numero de pintos por tratamento e teste

S1 IS, CA, IT 15 15 15 15 15 15

S2 IS, CA, IT 15 15 15 15 15 15

S3 IS, CA, IT 15 15 15 15 15 15

S4 IS, CA, IT 15 15 15 15 15 15

Total de aves - 60 60 60 60 60 60

IS: isolamento social; CA: campo aberto; IT: imobilidade tonica
A: teste realizado em siléncio; B: teste realizado com aplicagéo de vocalizagbes da espécie

Cada teste foi reproduzido 40 vezes por periodo, visto que foram avaliados
cinco pintos por tratamento, duplicados pelas condigbes. Dados os trés testes,
foram feitas 120 avaliag6es/periodo resultando em um total de 360 testes. A ordem
dos testes e condi¢cOes foi alternada ao longo dos dias, sendo eles realizados em

um local silencioso e com baixa luminosidade.
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. Teste de imobilidade ténica (IT)

No teste de imobilidade tonica foi utilizada uma caneleta em “V”, com cinco
centimetros de profundidade e uma angulacdo interna de 90° dimensdes
apropriadas para aves pequenas (PITTET et al., 2014). Para a inducéo, os pintos
foram deitados na canaleta com o dorso para baixo, enquanto o ventre e a cabeca
eram contidos suavemente com uma das maos de um observador por um periodo
de 15 segundos. Apés esse tempo, 0 observador cautelosamente removia a sua
mao liberando o animal e iniciando a avaliacdo comportamental, caso a indugao
fosse efetiva (JONES; WADDINGTON, 1992).

Considerou-se como inducdo nado efetiva quando o pinto estivesse
acordado/ativo ou quando a duracao da IT fosse inferior a cinco segundos. Se apdés
trés tentativas a inducéo nao fosse efetiva, essa informacgéo era registrada e o pinto
recebia zero segundos nas demais respostas. Com a comprovacao da indugéao a IT
acionava-se um crondmetro e as observacdes comportamentais por cinco minutos
(300 segundos). Neste teste foram avaliados os tempos de laténcia para qualquer
movimentacdo (TPM; s), para o retorno a posicao de pé (TPP; s) e para o primeiro
piado (TPI; segundos). Caso o pinto realizasse-se os comportamentos antes dos
300 s o teste era interrompido. Na auséncia de algum comportamento, registrava-
se 300 s para 0 mesmo (JONES; WADDINGTON, 1992; DAVILA et al., 2011).

ii. Teste de isolamento social (IS)

O teste de isolamento social (IS) foi adaptado das metodologias de Marx et
al. (2001), Mujahid; Furuse (2009) e Huth; Archer (2015). O aparato experimental
consistiu em uma caixa de MDF 30 x 30 x 30 cm. Uma das faces da caixa possuia
vitral transparente permitindo a observagao dos pintos em seu interior.

Avaliacbes acerca da atividade dos pintos perante a condicdo de
isolamento foram realizadas atribuindo-se escores de 1 a 3 em subintervalos de um
minuto, para as respostas: nivel de vocalizacdo (NV), nivel de movimentagéo (NM)
e tentativa de fuga (TF). Ao final, resultaram-se cinco escores por atividade/pinto,
somados e apresentados em seu total. Assim, a pontuacdo minima conferida em
uma das respostas era igual a cinco e a maxima igual a 15, partindo-se do principio

gue quanto menor, mais tranquilo estava o pinto, de acordo com a Tabela 22.
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Tabela 22. Padrbes de resposta adotados no teste de isolamento social
1 Auséncia de vocalizagéo
Vocalizacédo de conforto (chilros) ou piados isolados
Vocalizacdo de socorro (piados intensos)
Auséncia de movimentacao: ave parada em pé ou deitada

Nivel de vocalizacédo (NV) 2
3
1
2 Movimentacdo moderada caracterizada por passos
3
1
2

Nivel de movimentacao

NM . N . .
(NM) Movimentag&o alterada caracterizada por corridas e saltos
Sem tentativas de fuga: auséncia de saltos (curtos/longos)
. Com tentativas de fuga: presenca de saltos (curtos/longos
Tentativa de fuga (TF) ga. p ¢ ( gos)

Ave alterada: movimentacdo excessiva com vocalizagéo de

3 .
socorro e tentativa de fuga

Adaptado de Mujahid; Furuse (2009)

ili. Teste de campo aberto (CA)

O teste de campo aberto foi baseado nas metodologias de Suarez; Gallup
Jr. (1985), Jones (1989) e Heiblum et al. (1998). Utilizou-se de uma arena circular
com 90 cm de diametro e 45 cm de altura, com a marcagdo de uma escala a cada
cinco centimetros nos eixos x e y do piso. O centro da arena foi adotado como o
ponto zero, servindo como referencial para o calculo da distancia percorrida pelas
aves. Os testes foram gravados por uma camera posicionada a 1,50 metros do
chéo. Além disso, por se tratar de uma area maior, o aparato foi pré-aquecido antes

dos testes para que a temperatura ndo limitasse a locomocéo das aves (Figura 24).

Cémera de video
Caixa amplificadora (condig¢éo C)

Figura 24. Esquematizacéo do aparado de realizacéo do teste de campo aberto
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Uma redoma circular transparente de 20 cm de diametro continha o pinto
no ponto zero da arena, impedindo sua imediata locomocao. Apés 30 segundos a
redoma era retirada e as gravacoes iniciadas com um tempo fixo de cinco minutos
(300 segundos) (JAIME; LICKLITER, 2006; HARSHAW; LICKLITER, 2011).

Posteriormente, as gravacfes foram analisadas do inicio do deslocamento
dos pintos ao término dos cinco minutos de teste, com a determinacdo da posicao
do pinto nos eixos x e y, em intervalos pré-estabelecidos de 30 segundos. Cada ave
gerou 20 pontos aplicados no célculo da distancia Euclidiana, obtendo-se como

resposta a distancia total percorrida (DT; cm).

6.2.3. Anélise estatistica

As analises foram realizadas no software estatistico R (R CORE TEAM,
2017). Nos testes de campo aberto (CA) e isolamento social (IS), os efeitos dos
fatores experimentais sobre as respostas foram investigados por meio de analise
de variancia (ANOVA). As pressuposi¢cdes da ANOVA foram validadas a partir dos
testes de Shapiro-Wilk (normalidade dos residuos) e Levene (homogeneidade de
variancias), além de graficos de diagndstico do ajuste. Para a distancia total
percorrida (DT) foi necessario transformar os dados, aplicando-se a funcéo raiz
guadrada. Os tratamentos foram comparados por meio do teste de Tukey. Todas
as andlises foram realizadas considerando-se um nivel de 5% de significancia.

No teste de imobilidade tonica (IT) avaliou-se o tempo de laténcia até a
execucdo de um determinado comportamento por meio da andlise de
sobrevivéncia. Como fatores de risco considerou-se a condi¢cdo de realizacdo do
teste (C ou S) e os fatores experimentais da incubacao: nivel de pressao sonora do
ruido [70 ou 90 dB (A)] e a adicédo das vocaliza¢des. Curvas de sobrevivéncia para
dados censurados foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier com intervalos
de 95% de confianca (COLOSIMO; GIOLO, 2006; HOSMER; LEMESHOW, 2008).
Para cada fator calculou-se o risco relativo e seu intervalo com 95% de confianca,

com a significancia dos efeitos averiguada pelo teste de Wald com a = 0,05.



109

6.3. Resultados e discussao

6.3.1. Teste de imobilidade tdnica (IT)

A imobilidade ténica (IT) € um estado temporario de inibicdo motora do
animal, o que remete a uma resposta inata de medo e defesa antipredatéria
(GALLUP,1977; GALLUP,1979; JONES, 1992). Verificou-se que o tempo médio de
IT foi de 60,73 + 41,26 s no primeiro periodo, 116,13 + 58,21 s no segundo e
170,82 + 19,94 s no terceiro periodo. J& a resposta que obteve uma maior duragéo
foi o tempo até o retorno a posicéo de pé (TPP), com uma média geral de 157,58 s.
Enquanto que a primeira movimentacado (TPM), que representa a finalizacdo do
estado de imobilidade, foi o0 comportamento realizado mais rapidamente (141,70 s).

Na Figura 25 sao apresentadas as curvas de sobrevivéncia das respostas
do teste de imobilidade ténica (TPM, TPP e TPI) em relacéo aos trés periodos de
avaliacdo considerados nesta pesquisa. Nos trés casos, a duracado da IT aumentou
entre o periodo inicial e o final. Isto é explicado por Heiblum et al. (1998) e Nakasai
et al. (2013), que colocam o tempo de IT como um fator influenciado principalmente
pela idade da ave. Os pintos jovens (até trés dias) sdo mais resistentes a
imobilidade, por isso permanecem menos tempo iméveis (HILL et al., 1994). Deste
modo, independentemente dos tratamentos de incubagcdo e/ou condi¢des de teste,
0 aumento da duracdo da IT com o avanco dos periodos ja era esperado.
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Figura 25. Curvas de sobrevivéncia da primeira movimentagdo (A); retorno a posi¢édo de pé (B); e
primeiro piado (C). Os periodos (dias) sdo apresentados em parcelas separadas.



111

Na Tabela 23 encontram-se as estatisticas (teste de Wald, a = 0,05)
obtidas para os tempos de laténcia das respostas avaliadas neste teste de IT.

Tabela 23. Andlise do tempo para as respostas laténcia até a primeira movimentagdo, retorno a
posicdo de pé e primeiro piado
Fatores Valor p Risco relativo Intervalo de confiancga - 95%
Inferior superior

Condigéo (S ou C) <0,001 6,28 2,21 17,95
NPS do ruido 0,082 1,92 0,92 3,99
Vocalizactes 0,284 , 0,35 1,36

Condigéo (S ou C) 0,024 1,12 4,80
NPS do ruido 0,471 0,48 0,23 0,99
Vocalizac6es 0,604 , 0,40

Condicéo (S ou C) 0,704 0,42
NPS do ruido 0,783 0,90 0,44 1,87
Vocalizac6es 0,894 , 0,47

0,001 1,90

Condigéo (S ou C)

NPS do ruido 0,033 2.26 1,06 476

Vocalizacdes 0,499 0,40

Condicso (S ou C) 0,027 2,58 1,11 5,99

NPS do ruido 0,084 0,48 0,21 1,10

Vocalizai()es 0,954 1,02 0,45 2,32

Condicso (S ou C) 0,979 0,99 0,47 2,08

NPS do ruido 0,857 1,07 0,51 2,25

Vocalizai()es 0,893 0,98 0,77 2,89

Condicéo (S ou C) <0,001 4,36 1,88 10,12

NPS do ruido 0,190 1,64 0,78 3,45

Vocalizagdes 0,336 0,72 0,36 1,41
~Periodo 2 (72 hpés-eclosdo)

Condicéo (S ou C) 0,057 1,92 0,98 3,76

NPS do ruido 0,149 0,61 0,31 1,19

Vocalizagdes 0,860 1,06 0,54 2,07
~Periodo 3 (120 hpés-eclosao)

Condicso (S ou C) 0,307 0,68 0,33 1,42

NPS do ruido 0,769 1,12 0,54 2,31

Vocalizagdes 0,227 1,58 0,75 3,33

Valores p calculados a partir da estatistica Z no teste de Wald para o coeficiente do modelo de regressao Cox, com a = 0,05.
*Baseline: condigdo de teste em siléncio (S); NPS na incubacéo de 70 dB (A); e vocalizagdes ausentes na incubagao

Nos periodos 1 e 2 as duas condi¢cbes (C e S) diferiram entre si para o
tempo até a primeira movimentacado (TMP; s) e para o tempo de retorno a posicao
de pé (TPP; s); e no primeiro periodo para o tempo do primeiro piado (TPI; s). Na
presenca das vocalizagbes os pintos apresentaram o inicio das atividades antes
daqueles que foram testados em siléncio (condicdo S), comprovando a
sensibilidade deles em relacdo as vocalizagdes do ambiente pds-eclosdo
(FORKMAN et al. 2007; EDELAAR et al., 2012). Todavia, no terceiro periodo as

duas condicbes foram iguais em todas as respostas. Percebe-se com estes
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resultados que os pintos sdo sensiveis ao som ambiente, neste caso, as
vocalizacbes da espécie. Porém, a medida em que o tempo passa, ha uma
reducdo nesta resposta, o que foi atribuido a menor sensibilidade as vocalizacoes.
Nas respostas TPM e TPI os fatores aplicados durante a incubagédo néo
apresentaram efeitos significativos (p>0,05). Contudo, em TPP verificou-se que no
primeiro periodo o NPS do ruido da incubacéo (p=0,033) foi diferente entre 70 e 90
dB (A). A exposicdo ao maior NPS das incubadoras fez com os pintos ficassem em
pé mais rapidamente. Todavia, como a resposta de maior interesse no teste de IT é
o tempo de realizacdo da primeira movimentacao, pelo qual € possivel verificar o
término do estado de imobilidade, os tratamentos da incubacdo nao diferiram entre

si e apresentaram médias semelhantes como ilustra a Figura 26.
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Figura 26. Médias do tempo da primeira movimentacgdo (TPM; s) dos tratamentos de incubacdo nos
periodos 1,2 e 3, considerando a condi¢do “S” (A) e a condigao “C” (B)

Segundo Sigman; Prestrude (1981) e Thompson; Liebreich (1987), mesmo
em estado de IT as aves sdo capazes de processar estimulos externos, sobretudo,
0s sonoros. Hatton; Thompson (1975) provaram que o aumento gradativo de 60
para 90 dB de um ruido resultou em um maior tempo de IT de aves adultas. Nesta
pesquisa, o fato dos pintos ouvirem 0s sons da espécie durante o teste fez com
gue eles ficassem ativos rapidamente (saida do estado de imobilidade). Todavia,
percebeu-se que com o avanco da idade (3° periodo) isto ndo foi mais significativo.

Os outros trabalhos que avaliaram os efeitos da estimulagdo sonora no

desenvolvimento embrionario em respostas comportamentais nao aplicaram o teste
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de imobilidade ténica. Para comparacao serdo citados os resultados de Jain et al.
(2004), que verificaram a capacidade de pintos expostos a sons no
desenvolvimento embrionario em reconhecerem estes ap0s a eclosdo. Em
principio, acreditava-se que a exposicdo prévia as vocalizacbes pudesse ser
percebida, como o relatado por Jain et al. (2004), mas no teste de IT este fator nédo
foi influente. Além disso, a hipétese inicial era de que a exposicdo ao NPS de 90 dB
(A) pudesse aumentar a reacao de medo das aves, sO que o efeito deste fator sé
foi observado no primeiro periodo de TPP, com a reducéo do tempo de laténcia.

6.3.2 Teste de isolamento social (IS)

As aves sao animais sociais e 0 seu isolamento resulta em uma condicao
de estresse demonstrada pela agitacdo, atividade de fuga e/ou aumento das
vocalizacbes (RAJECK et al.,, 1977; MARX et al., 2001; MARINO, 2017). Com o
teste de isolamento social buscou-se avaliar se os sons da incubagao alterariam
isso, 0 que também poderia ser influenciado pelo periodo e/ou condicao de teste.

O nivel de vocalizacdo (NV) foi o comportamento com maior pontuacéo, o
que condiz com o aumento das chamadas de socorro durante uma condi¢ao
estressante (MARX et al., 2001; MARINO et al., 2017). Para NV na ANOVA foram
verificados efeitos significativos da condicdo de teste (F = 57,33 e p<0,001) e
periodos (F = 39,46; p<0,001), além das interacbes entre condicdo e periodos (F =
25,10 e p <0,001) e entre periodos e tratamentos de incubacédo (F = 3,10 e p =
0,008), sendo CV = 21,88% e R? = 69,58%.

No periodo 1 observou-se que os tratamentos S1 e S2, apresentaram
escores maiores em relacdo a S3 e S4 (p<0,05). Estes tratamentos podem ser
agrupados em duplas, pela auséncia das vocalizacdes durante a incubacéo (S1 e
S2) e pela presenca deste estimulo natural (S3 e S4), 0 que sugere que a
exposicao aos sons da espécie durante a incubacado reduziu o nivel de vocalizagéo
dos pintos no pos-eclosao (24 horas). Entretanto, nos demais periodos (72 e 120
horas no pos-eclosdo) as médias dos tratamentos de incubacdo foram iguais pelo
teste de Tukey (p>0,05) (Figura 27).
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Figura 27. Médias e erros-padréo para o nivel de vocalizagdo (NV) nos periodos e tratamentos de
incubacéo. Letras mailsculas comparam os tratamentos em periodos diferentes e letras
mindsculas comparam os tratamentos em um mesmo periodo (teste de Tukey, a = 0,05)

O NPS do ruido durante a incubacédo ndo apresentou nenhuma influéncia
aparente no NV dos pintos apds a eclosdo, entretanto, a presenca das
vocalizacOes da espécie durante a incubacédo influenciou o comportamento vocal
deles, verificando-se a reducédo dos piados durante o isolamento social, como o
discorrido anteriormente. Este fato, pode ser considerado favoravel ao bem-estar
dos animais, indicando uma condi¢cdo de menor estresse.

Quando se avaliou o nivel de vocalizacdo dos pintos em funcdo das
condi¢cles de teste (Figura 28), verificou-se que no siléncio esta resposta diminuiu
com a idade, o que ja era esperado. Por outro lado, quando os pintos foram
expostos as vocalizagcbes o NV foi menor em relacdo a condicdo de siléncio
(p<0,05). Este resultado remete que as vocalizacdes no ambiente pdés-eclosao
também reduziram o NV e o estresse dos pintos perante o isolamento social,
refletindo e um comportamento mais calmo e concordando com as informacgdes de
Wauters et al. (2002) e de Woodcock et al. (2014). De uma forma geral, pode-se
dizer que as vocalizagbes da espécie tanto durante a incubagdo, quanto no
ambiente pos ecloséo, influenciaram na redugédo do nivel de vocalizagdo (piados)

dos pintos, perante o estresse imposto pelo isolamento social.
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Figura 28. Médias e erros-padrdo para o nivel de vocalizacdo (NV) nos periodos e condi¢cbes de
teste. Letras mailsculas comparam as condicdes em periodos diferentes e letras
mindsculas comparam as condi¢cdes em um mesmo periodo (teste de Tukey, a = 0,05)

O nivel de movimentagcdo (NM) reflete o grau de atividade (agitacdo) dos
animais, portanto, quanto maior o escore de NM mais estressado estava o pinto.
Foram verificados os efeitos da condicédo de teste (F = 6,44 e p = 0,013) e dos
periodos (F = 28,69 e p<0,001) e a interacdo destes Ultimos com os tratamentos de
incubacéo (F = 2,36 e p = 0,036), com CV = 20,27% e R? = 50,12%. Na Figura 29 é

apresentado o desdobramento dos tratamentos de incubacéo pelos periodos
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Figura 29. Médias e erros-padrao para o nivel de movimentacdo (NM) nos periodos e tratamentos

de incubagdo. Letras mailsculas comparam os tratamentos em periodos diferentes e
letras minldsculas comparam eles em um mesmo periodo (teste de Tukey, a = 0,05)
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Na Figura 29 observou-se que no primeiro periodo o tratamento de
incubacdo S2 apresentou um maior NM em relacdo a S3 e S4, todavia, 0 mesmo
nao diferiu de S1. Este resultado sugere que a exposi¢cao embrionaria na presenca
das vocalizagbes diminuiu a atividade dos pintos as 24 horas pos-eclosao.
Novamente, nos periodos 2 e 3 os tratamentos de incubacao néo diferiram entre si.
No geral, o nivel de movimentacdo reduziu com a idade dos animais. Estes
resultados vao de encontro aos de Kauser et al. (2011), que verificaram que 0
tratamento estimulado por sons da espécie na incubacao apresentou uma reducéo
significativa no tempo dispendido ao completar um labirinto, sugerindo uma menor
reacao de medo, porém, isso so6 foi observado nas primeiras 24 horas pés-eclosao.

Ao se avaliar as duas condicdes de teste, na Figura 30, observou-se que o
nivel de movimentacdo dos pintos foi menor na presenca das vocalizacdes
(p<0,05), apresentando a mesma tendéncia em relacdo aos resultados
encontrados para o NV. Na condicdo em que os animais foram expostos as
vocalizagbes da espécie, eles vocalizaram e se movimentaram menos. Estes
resultados, mais uma vez, reforcam a ideia de que as vocaliza¢des no pds-eclosédo

também apresentaram influéncias no comportamento dos animais.
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Figura 30. Médias e erros-padréo para a comparacdo das condicdes, letras mindsculas comparam
as mesmas (teste de Tukey, a = 0,05)

A resposta tentativa de fuga (TF) foi pouco frequente nas observacoes
realizadas, com médias que variaram de 5,0 a 5,6 entre os periodos, condi¢des e

tratamentos de incubacao. Por isso, a TF nédo foi modelada para a analise do efeito
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dos fatores avaliados, ndo apresentando qualquer evidéncia sobre os efeitos da

incubacédo e/ou condicdes de teste no pos-eclosao.

6.3.3 Teste de campo aberto (CA)

O teste de campo aberto (CA) envolve a exposicdo do animal a um novo
ambiente, o que permeia por alteragcbes comportamentais que vao do medo a
exploracéo territorial (SUAREZ; GALLUP JR., 1983; JONES; CARMICHAEL, 1997,
HEIBLUM et al., 1998). Segundo Forkman et al. (2007), no CA utiliza-se da
quantificacdo do movimento como a distancia total percorrida (DT; cm), que nesta
pesquisa foi analisada somente para os periodos 1 e 2, pois, no terceiro periodo
cerca de 50% dos pintos ndo se movimentaram além do primeiro ponto da arena.

A DT foi influenciada pela condicéo de teste (F = 15,14 e p = 0,0023) e
pelos periodos (F = 25,60 e p<0,001), com interacdes entre a condicdo e 0s
periodos (F = 5,022 e p = 0,0098) e entre os periodos e os tratamentos de
incubacéo (F= 3,49 e p = 0,0054), sendo CV = 29,95% e R? = 67,82%. Na Figura
31 apresenta-se 0 desdobramento das interacdes entre os tratamentos de
incubacdo e os periodos. Os valores de DT foram transformados pela raiz

guadrada, de maneira a garantir dados com variancias homogéneas e normalidade.
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Figura 31. Médias e erros-padrdao da raiz quadrada da distancia total (DT) nos periodos e
tratamentos de incubacdo. Letras mailsculas comparam um fator em periodos

diferentes e letras mindsculas comparam os fatores em um mesmo periodo (teste de
Tukey, a = 0,05)
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Inicialmente deve-se considerar que quanto maior a distancia percorrida,
maior sera o estresse e a agitacdo dos animais no ambiente desconhecido (arena).
Observando os resultados, percebe-se que S3 apresentou uma redugéo na DT em
relagdo aos demais no primeiro periodo (p<0,05). Diferengas significativas neste
tratamento ja haviam sido observadas no primeiro periodo do teste de isolamento
social. No periodo 2 a média de S1 foi igual a de S2, mas diferente de S3 e S4,
estando os ultimos associados a uma maior movimentacao, o que foi inconclusivo.
Na comparacdo dos tratamentos dentro dos periodos somente a DT de S1 diferiu
entre 1 e 2, com a reducdo na DT do primeiro para o segundo dia.

O teste de campo aberto foi empregado no estudo de estimulacédo sonora
na incubacédo realizado por Sanyal et al. (2013). Estes autores ndo encontraram
efeitos significativos de seus tratamentos na DT. Entretanto, o tempo gasto durante
a movimentacdo foi maior nos pintos expostos na incubacao aos ruidos crénicos
com um NPS de 110 dB (A). Nesta pesquisa, o0 NPS ndo apresentou significancia
de efeitos nas respostas relacionadas ao teste de campo aberto, pois, verificou-se
o efeito somente do tratamento S3 (NPS de 70 dB com vocaliza¢gbes da espécie).

Na Figura 32 € apresentada a interacdo entre os periodos 1 e 2 e as
condi¢Bes de teste (S e C) no pods-eclosdo. Nos dois periodos 0s animais testados
na condicdo de silencio apresentaram uma maior distancia percorrida indicando

uma maior agitacéo (p<0,05).
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Figura 32. Médias e erros-padrdo para a distancia total (DT) nos periodos e condi¢gBes de teste.
Letras mailsculas comparam as condigfes em periodos diferentes e letras mindsculas
comparam as condicdes em um mesmo periodo (teste de Tukey, a = 0,05)
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Apesar dos ultimos resultados serem independentes dos tratamentos de
incubacéo, eles podem ser utilizados para a obtencdo de conclusdes sobre o teste
de CA. Na realizacdo dos outros testes em siléncio as respostas encontradas
provaram que os pintos estavam mais agitados. Desta forma, supdem-se que a
maior movimentacdo no campo aberto na condicdo de siléncio reflita o maior
estresse dos pintos, cuja maior movimentacdo esta associada a tentativa de
restabelecer o contato social e ndo a exploragdo do ambiente (SUAREZ; GALLUP
JR., 1983; VALLORTIGARA; ZANFORLIN, 1988).

Em suma, os resultados de CA vao de encontro aos dos demais testes,
com efeitos da incubacdo observados somente nas primeiras 24 horas apés a
eclosdo e com os testes realizados com as vocalizagdes (condi¢cdo C) resultando

em comportamentos menos associados ao estresse dos pintos.

6.4. Conclusodes

1. Os efeitos da estimulacdo sonora na incubacao artificial foram verificados no

comportamento dos pintos somente nas primeiras 24 horas pés-eclosao;

2. A exposicdo as vocalizacdes da espécie durante o desenvolvimento
embrionario e no pés-eclosdo reduziram os comportamentos associados a

reacao de medo, bem como, o nivel de estresse dos animais;

3. O tempo se mostrou influente no comportamento pds-eclosdo das aves. A
medida a idade dos pintos foi avancando estes se tornaram menos reativos

as condicdes impostas pelos testes, como o isolamento.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa validou o fato de que os embrides de aves comerciais s&o
expostos ao ambiente acustico durante a incubacéo artificial e que isto pode
influenciar em respostas produtivas de interesse a avicultura e no comportamento
pés-eclosdo das aves. Inicialmente, levantou-se como hipétese que a exposicéo ao
nivel de pressdo sonora mais intenso afetaria o crescimento embrionario, a
eclosdo, o desempenho e o comportamento dos pintos. Bem como, a adicdo das
vocalizacbes da espécie, como uma forma de prover um estimulo natural a
produgéo industrial, proveria melhorias nestas mesmas respostas.

O nivel de pressdo sonora (NSP) das incubadoras extrapola o que é
estabelecido como condi¢cdo de conforto para muitas espécies. Como os embrifes
de aves sdo capazes de ouvir/processar sons a partir do 12° dia de
desenvolvimento, supfs-se que 0S mesmos estariam expostos ao ruido de
funcionamento delas. Com o auxilio do decibelimetro miniaturizado desenvolvido
nesta pesquisa foi possivel estimar a magnitude da onda sonora na camara de ar e
predizer valores de NPS proximos aos embrides. Disto, obteve-se que a casca
isola 0 som em até 33%, mas que o NPS no interior dos ovos ainda é elevado.

Com as incubagbes experimentais verificou-se que a estimulacdo sonora
influenciou em importantes respostas produtivas. A exposicdo ao NPS superior
simulando ruido dos incubatérios levou ao adiantamento das eclosbes, uma maior
chance de eclosdo e melhor qualidade dos pintos. A principio, estes resultados
opuseram a hipétese de que o maior NPS seria prejudicial. Dado o efeito do
isolamento da casca, acredita-se que internamente o NPS mesmo a uma
exposicao a 90 dB (A) tenha ficado dentro de um limiar estimulante e ndo aversivo.
Tanto que, para 70 dB (A), houve um atraso demasiado no inicio das eclosdes e a
ocorréncia de outras respostas consideradas negativas.

Por outro lado, a adicdo das vocalizacdes da espécie s se mostrou
influente em algumas respostas produtivas se associadas ao NPS inferior,
concluindo-se que a utilizacdo deste estimulo na pratica da incubacédo ndo seria
perceptivel/aplicavel, a menos que o ruido das incubadoras fosse reduzido ou que
o NPS das vocalizacbes fosse maior, deixando isso como sugestdo para a

realizagdo de outras pesquisas. Ja nos testes comportamentais, verificou-se que a



126

exposicdo as vocalizacbes no desenvolvimento embrionario resultou em uma
menor condicdo estresse dos pintos. Ao mesmo tempo, houve uma forte influéncia
do tempo (idade das aves) e com o passar das horas de eclosdo o efeito da
estimulagéo sonora e o nivel de atividade, de um modo geral, reduziu.

Na busca por outros elementos influentes na incubacao artificial, com este
estudo relatou-se os efeitos da bioacustica em respostas de interesse para a
avicultura. Defende-se que a estimulacao sonora possa prover melhorias e adaptar
a producéo industrial de pintos de corte a novas demandas, como o caso do bem-
estar animal e o0 emprego de aspectos naturais da espécie a producédo em larga
escala. Combinacdes e variacBes de fatores, como tipos de sons e niveis de
pressdo sonora, permitem a continuacdo desta pesquisa e a obtencdo de novos

resultados visando a inovacéo na producéo de pintos comerciais.
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ANEXOS
ANEXO A - Caracterizagao do ruido em incubadoras comerciais

A caracterizacdo do ruido em incubadoras comerciais foi realizada em um
incubatorio no Municipio de Mogi Mirim - SP, a uma longitude de 46°59’30,9” O e
latitude de 22°26'23,5 "S. Trés maquinas de estagio multiplo da CASP®, modelo
CMg 125 - capacidade de 125 mil ovos - foram caracterizadas. Na Figura 33
encontra-se a planta baixa do incubatério, destacando-se as salas das
incubadoras. Ao lado é possivel visualizar o interior de uma delas durante a

afericdo do NPS.
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Figura 33. Planta baixa do incubatério com destaque para as salas em que estavam as incubadoras
caracterizadas (A); afericdo do nivel de presséo sonora (B)

Foram adotados os procedimentos estabelecidos na NBR 10.152:2000,
qgue envolve as medicbes do NPS em decibels ponderados na escala "A". Para
tanto, utilizou-se um decibelimetro DEC - 490 da Instrutherm®, ja descrito
anteriormente e com o emprego da mesma configuracdo. Os registros de NPS
foram realizados em trés posi¢des distintas, espacadas a cada 2,30 m (total de
6,97 m de comprimento da incubadora). Essas posi¢cdes foram denominadas de
porta, meio e fundo, nas quais foram obtidos cinco minutos de coleta.

Os dados foram descarregados no programa Sound Level Meter®. Utilizou-
se de estatisticas descritivas (medianas, desvios-padréo, valores minimos e
maximos e diagramas de caixas) e posteriormente de testes ndo paramétricos de
Kruskal e Wallis, para comparacdes em mais do que dois grupos, a 5% de

significancia. As analises foram realizadas no programa R (R CORE TEAM, 2016).
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As médias do NPS das incubadoras, considerando as diferentes posicoes

internas das mesmas (porta, meio e fundo) séo apresentadas na Tabela 24.

Tabela 24. Caracterizacdo do nivel de pressédo sonora em dB (A)* das incubadoras comerciais, nas
posicBes: porta (P), meio (M) e fundo (F)

Incubadora 1 Incubadora 2 Incubadora 3

P M F P M F P M F

Médias 90,15 90,21 89,88 89,14 90,34 90,47 91,46 90,72 89,66
Medianas 90,20 90,50 89,90 89,20 90,40 90,40 90,90 90,40 89,20
Maximos 92,50 92,10 92,50 91,50 92,70 95,60 100,90 97,80 97,40
Minimos 88,60 85,90 87,80 86,80 88,20 89,00 88,60 88,40 87,80

* Observacao: adotou-se a ponderagédo em A no decibelimetro comercial normalmente utilizada para
o0 estudo do ambiente acustico de seres humanos (HALLIDAY et al., 2012; FEITOSA et a., 2014).

A média geral foi proxima a 90 dB (A), sendo este valor adotado como
referéncia para os tratamentos dos Capitulos 4, 5 e 6. Verificou-se que o0 menor
registro foi de 85,90 dB (A) no meio da primeira incubadora e o maior de 100,90 dB
(A), na porta da incubadora trés. Pelo teste de Kruskal-Wallis observou-se que o
NPS foi proveniente de distribuices diferentes entre as incubadoras (x? = 39,72;
p<0,01). A terceira maquina, por exemplo, apresentou uma maior dispersao acima
da medida de posicdo, com pontos de NPS que chegaram a até 100 dB (A).
Acredita-se que as diferencas entre incubadoras e mesmo entre posi¢des internas
sejam decorrentes do funcionamento dos ventiladores, o que talvez possa ser
justificado por caracteristicas individuais ou por alguma falha deles. Os resultados
encontrados podem ser complementados pelos trabalhos de Carvalho (2009) um
dos poucos autores que aferiram essa varidvel em incubadoras comerciais, com

registros médios préximos a 99 dB (A).
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ANEXO B — Caracterizacdo do nivel de pressdo sonora dos estimulos

sonoros aplicados como tratamentos nas incubacdes
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Figura 34. Caracterizacédo do nivel de pressao sonora dos tratamentos de incubacdo S1, S2, S3 e
S4. As linhas finas indicam os valores de NPS obtidos na camara de ar dos ovos com o
sensor miniaturizado
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ANEXO C - Metodologia empregada para avaliacdo da qualidade dos pintos

A

B

Figura 35. Exemplos de anomalias que caracterizaram os pintos como descarte (PD; %): membros
comprometidos (A); visceras expostas (B)
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Figura 36. Escores da avaliagdo da qualidade do umbigo — QU (A); escores de avaliagdo da
gualidade dos jarretes - QJ (B)



