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RESUMO

Diferentes estratégias do uso de sorgo para frangos de corte: desempenho e
saude intestinal

O objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho, saude intestinal e
metabolizabilidade de dietas para frangos de corte alimentados com o uso continuo
ou mudanca brusca de diferentes racdes a base de milho e sorgo moido ou inteiro.
No Exp. 1 foi estudada a mudanca no tipo de grdo com as dietas: M100% (racdo a
base de milho); S100% (racdo a base de sorgo); M:S50% (racdo a base de 50%
milho e 50% sorgo); PS-M (racdo a base de sorgo na fase pré-inicial e milho nas
demais fases); PM-S (racao a base de milho na fase pré-inicial e sorgo nas demais
fases). No Exp. 2 foi estudada a mudanca na forma do grdo de sorgo: Sm100%
(racdo a base de sorgo moido); Sil00% (acdo a base de sorgo inteiro); PSm-Si
(racdo a base de sorgo moido na fase pré-inicial e inteiro nas demais fases) e PSi-
Sm (racdo a base de sorgo inteiro na fase pré-inicial e moido nas demais fases). Os
experimentos foram conduzidos em um delineamento em blocos casualizados
(blocos no tempo) para avaliar o desempenho e epitélio jejunal (r=8), microbiota
intestinal (r=4) e metabolizabilidade das dietas (r=10). As mudanc¢as entre milho e
sorgo nado alteraram o desempenho, epitélio jejunal nem a metabolizabilidade das
racdes, mas influenciaram a porcentagem de Clostridium, Weissella, Bacillus e
Alkaliphilus no intestino delgado e Lactobacillus e Desulfotomaculum nos cecos. O
uso de sorgo inteiro piorou o desempenho aos sete dias. Aos 40 dias, Sm100% e
PSm-Si apresentaram desempenhos semelhantes, PSi-Sm apresentou menor ganho
de peso, mas melhor converséo alimentar e Si100% apresentou o pior desempenho.
Sil00% e PSm-Si apresentaram aumento no peso relativo da moela e na
metabolizabilidade das racfes, assim como diminuicdo de Clostridium e aumento de
bactérias das familias Actinomycetales e Bacillales no intestino delgado, Si100%
resultou em menor porcentagem de Alkaliphilus e Enterococcus que Sm100% nos
cecos. Conclui-se que a melhor estratégia de uso do sorgo é a substituicdo total de
milho por sorgo moido ao alojamento com posterior mudanga para sorgo inteiro, pois
nao afeta o desempenho e epitélio jejunal das aves, melhora a metabolizabilidade
das racOes e potencializa a reducéo de Clostridium no intestino delgado de frangos
de corte.

Palavras-chave: Nutricdo; Tamanho de particula; EMA; Flora intestinal; Gene 16S
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ABSTRACT

Different strategies of using of sorghum for broilers: performance and
intestinal health

The aim of this study was to evaluate performance, intestinal health and
metabolizability of diets in broilers fed different corn- or sorghum (ground or whole)-
based diets, continuously or with abrupt change between the diets. Exp. 1 - Change
in the type of grain: C100% (corn-based diet); S100% (sorghum-based diet); C:S50%
(50% corn and 50% sorghum-based diet); PC-S (corn-based diet in pre-starter phase
and sorghum-based diet in other phases); PS-C (sorghum-based diet in pre-starter
phase and corn-based diet in other phases). Exp. 2 - Change in the form of sorghum
grain: Gs100% (ground sorghum-based diet); Ws100% (whole sorghum-based diet);
PGs-Ws (ground sorghum-based diet in pre-starter phase and whole sorghum-based
diet in other phases); PWs-Gs (whole sorghum-based diet in pre-starter phase and
ground sorghum-based diet in other phases). Experiments were conducted in a
randomized block design for to evaluate performance and jejunal epithelium (r=8),
intestinal microbiota (r=4) and metabolizabilty of diets (r=10). The changes between
corn and sorghum did not affect performance, jejunal epithelium or metabolizability of
the diets, but influenced the genera Clostridium, Weissella, Bacillus and Alkaliphilus
in the small intestine, and Lactobacillus and Desulfotomaculum in the caecum. Whole
sorghum resulted in decreased performance at seven days of age. At 40 days,
Gs100% and PGs-Ws showed similar performance, PWs-Gs showed lower weight
gain and the best feed conversion rate, and Ws100% showed the worst performance.
Ws100% and PGs-Ws resulted in the biggest gizzard relative weight and the highest
diet metabolizability values, as well as the lowest level of Clostridium and highest
level of Actinomycetales and Bacillales in the small intestine. Ws100% showed lower
level of Alkaliphilus and Enterococcus than Gs100% in the caecum. The best
strategy to use sorghum in broilers diets is replacing 100% of corn for ground
sorghum since the first day followed by change to whole sorghum, because this diet
did not affect performance or jejunal epithelium, improved diet metabolizability
values, and reduced Clostridium in the small intestine of broilers.

Keywords: Nutrition; Milo; Particle size; AME; Intestinal flora; 16S gene
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1 INTRODUCAO

O sorgo é uma graminea de origem africana de nome cientifico Sorghum
bicolor (L.) Moench, sendo o quinto cereal mais produzido no mundo (TAYLOR,;
SHEWRY, 2006). O Brasil est4 entre os dez maiores produtores mundiais deste,
ocupando o décimo lugar na safra de 2014/2015, com uma producdo de cerca de
2.000 mil toneladas, ficando atras apenas dos EUA, Nigéria, Sud&o, México, india,
Etidpia, Argentina, China e Australia (ESTADOS UNIDOS, 2016). O sorgo pode ser
utilizado na alimentacdo humana, producédo de combustiveis e forragens, além de
poder ser utilizado em racdes animais (RAO et al.,, 2013), sendo um importante
substituto do milho em rac6es de frangos de corte em funcdo de seu preco.

Os estudos mostram que a substituicdo € viavel, inclusive na forma de grao
inteiro, a partir de um dia de idade (CARVALHO et al., 2015; FERNANDES et al.,
2013; TORRES et al.,, 2013). Porém, esta substituicdo ainda é vista com certa
resisténcia, principalmente logo apos o alojamento, devido a possivel presenca de
tanino condensado, um fator antinutricional. Por isso, € comum que 0 sorgo seja
fornecido para as aves apés os primeiros dias de alojamento, recebendo inicialmente
racbes a base de milho. Quando a utlizacdo do sorgo é adotada desde o
alojamento, a utilizacdo de sorgo inteiro a partir do alojamento é evitada, recebendo
as aves racdes a base de sorgo moido nos primeiros dias e posteriormente racfes a
base de sorgo inteiro. Em outros casos, a participacdo do sorgo nas racdes esta
muito mais ligada a real disponibilidade do produto e por quanto tempo os estoques
do gréo poderdo ser uma estratégia de economia nos custos de producédo. Neste
caso, além de lotes que poderdo receber racdes iniciais a base de milho, mudando
posteriormente para sorgo, também podera ter aves que receberdo racao inicial com
sorgo e posteriormente com milho.

Diversos estudos comprovam que o tipo e a forma do alimento ingerido
podem influenciar tanto no desempenho do animal, quanto em sua saude intestinal
(CARVALHO et al.,, 2015; JACOBS; PARSONS, 2013). Por esse motivo, sao
necessarios estudos que avaliem como a mudanca entre o uso do grédo de milho e
sorgo nas racOes de frangos de corte, bem como a utilizacdo de grdo de sorgo
inteiro ou moido, possam influenciar o trato gastrointestinal destes animais e,
consequentemente, seu desempenho, visto que essas mudancas na alimentagao

das aves sdo adotadas sem maiores cuidados pela industria avicola.



28

1.1 Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho, moela, morfometria
e numero de ceélulas caliciformes do jejuno, metabolizabilidade das dietas e
microbiota do intestino delgado e cecos de frangos de corte submetidos a diferentes
combinac¢des do uso de milho e sorgo nas ragdes, bem como o uso de gréaos inteiros

de sorgo para frangos de corte.

1.2 Revisao Bibliografica

1.2.1 Grao de sorgo
1.2.1.1 Morfologia e estrutura do grao

O gréo de sorgo € composto por trés partes principais, endosperma, gérmen e
pericarpo e tecidos associados, representando 82%, 10% e 8% do grao,
respectivamente (HUBBARD et al., 1950). O endosperma € divido em trés diferentes
regibes, sendo a camada mais externa um epitélio simples rico em 6leo e proteina
(camada de aleurona), seguida pelo endosperma vitreo e pelo endosperma
farindceo, ambos preenchidos com granulos de amido envoltos por matriz proteica,
além de corpos proteicos presentes principalmente préximos a aleurona (WALL;
BLESSIN, 1969). Cerca de 70% a 80% das proteinas presentes no endosperma é
constituida por cafirina, a qual € dividida nas subclasses a, B e y (HAMAKER et al.,
1995). A a-cafirina compreende 80% do total da cafirina e é facilmente digestivel,
porém esta circundada por proteinas - e y-cafirina ligadas por pontes dissulfeto, o
que prejudica o0 acesso das enzimas a a-cafirina, dificultando a sua digestédo
(DUODU et al., 2003; SHEWRY, 2002,). A cafirina é uma proteina de baixo valor
nutricional, pois possui em sua composicdo baixos niveis de aminoacidos
essenciais, e é proporcionalmente maior entre as demais proteinas do endosperma
em variedades de sorgo com maior nivel de proteina bruta (WALL; BLESSIN, 1969).

A textura ou dureza do endosperma € uma caracteristica importante do gréo
de sorgo, sendo a proporcdo da fragdo vitrea (dura) do endosperma com a
respectiva fracdo farindcea (macia) do mesmo (HALLGREN; MURTY, 1983). A
diferenca na textura dos endospermas se deve principalmente a existéncia de ar no
espaco intergranular do endosperma farindceo, estando estes espac¢os ausentes no

endosperma vitreo, resultando em uma forte adesé@o entre as proteinas e o amido
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(HOSENEY et al.,, 1974). Outra diferenca encontrada entre os endospermas de
diferentes durezas € o maior nivel de proteina, cafirina e proteina insoltvel, além de
maior nivel de ligacdes cruzadas de proteinas, encontrados no endosperma vitreo
em comparacdo ao farinaceo (IOERGER et al.,, 2007). O amido no endosperma
vitreo encontra-se incrustado em forte arcabouco proteico, o qual precisa ser
previamente digerido para que os granulos de amido se tornem disponiveis para
digestao enzimética (ROONEY; MILLER, 1982; SULLINS; ROONEY, 1975).

Outra caracteristica importante do endosperma do sorgo é a presenca do
gene recessivo waxy (wx), podendo este ter 0s seguintes genétipos: waxy (WXWXwX),
heterowaxy (WxWxwx ou Wxwxwx) e ndo waxy ou normal (WxWxWx)
(LICHTENWALNER et al., 1978). O fenétipo waxy € associado ao endosperma que
contém pouca ou nenhuma amilose, tendo os demais sorgos aproximadamente 30%
de amilose e 70% de amilopectina, sendo estes os dois principais polimeros do
amido (NEUCERE; SUMRELL, 1980; PEDERSEN et al., 2005). A amilose é um
polimero essencialmente linear com ligagdes a-1,4, enquanto a amilopectina possui
ramificacbes devido a existéncia de ligagdes a-1,6, proporcionando maior
digestibilidade (GALLANT et al.,, 1992; TESTER et al., 2004). Os graos waxy
possuem endosperma periférico menos denso, com menos proteina e granulos de
amido maiores, enquanto os grdos sem esse fenotipo possuem pequenos granulos
de amido embebidos em uma matriz proteica densa na &rea periférica do
endosperma (SULLINS; RONNEY, 1975).

1.2.1.2 Tanino

O tanino € um polifenol que pode ser dividido em dois tipos, taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (protoantocianidina), sendo que em graos
nativos de sorgo os taninos sado quase que exclusivamente do tipo condensado
(AWIKA; ROONEY, 2004; MANGAN, 1988). O tanino condensado € o principal fator
antinutricional do sorgo, entretanto, este esta presente em apenas alguns cultivares,
representando 1% do sorgo produzido nos EUA, por exemplo (AWIKA; ROONEY,
2004). Os taninos condensados quando presentes diminuem o consumo de
alimento, formam complexos com proteinas diminuindo sua digestibilidade, inibem a
atividade de enzimas digestivas, aumentam a secrecdo de proteina enddgena,
impactam negativamente na fungdo do trato gastrintestinal, além da toxicidade da

absorcao de taninos e seus metabolitos, diminuindo assim o desempenho do animal
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(PRICE; BUTLER, 1980; TANDIANG et al.; 2014; WAGHORN, 1996). A presenca
deste polifenol especifico no grdo depende de sua genética, estando o tanino
condensado presente apenas em grdos que expressam ambos 0S genes
dominantes B1 e B2 (complementares), sendo que a presenca adicional do gene S é
responsavel pela presenca do tanino condensado no pericarpo (DYKES et al., 2005).
No passado, os grédos de sorgo eram classificados em Tipo I, 1l e Ill, representando
baixos, médios e elevados teores de tanino, mas atualmente estes séo classificados
como graos com ou sem tanino, considerando a presenca de taninos acima de
0,70% de fendis totais (MAGALHAES et al., 2013). Em estudo realizado com 36
variedades de sorgo do Iran, apenas duas variedades apresentavam valores acima
de 0,70%, ou seja, 95% das variedades eram sem tanino (SEDGHI et al., 2011).

1.2.1.3 Valor nutricional

O sorgo é um ingrediente energético nas formulacfes para frangos de corte,
sendo utilizado em substituicio ao milho, apresentando composicdo na matéria
natural similar, como apresentado por Rostagno et al. (2011). Comparando o0s
valores de energia metabolizavel para aves, o sorgo possui menor valor (3.189
Kcal/Kg) em comparacao ao milho (3.381 Kcal/Kg), representando 94,32% do valor
de energia metabolizdvel do milho. O menor valor de energia € devido,
provavelmente, ao menor nivel de gordura do sorgo, tendo quase 1% a menos de
gordura digestivel para aves que o milho (2,52% e 3,36%). Além de fonte de
energia, esses graos contribuem entre 20 a 30% no nivel proteico da racdo. Ao
contrario do conteudo energético, o0 sorgo apresenta cerca de 1% a mais de proteina
bruta digestivel para aves que o milho, 7,89% e 6,86% respectivamente. Porém,
mesmo tendo maior teor de proteina, esta € de menor qualidade, pois o perfil de
aminoacidos do sorgo é diferente do milho, aumentando a necessidade de incluséo
de aminoacidos sintéticos na ragdo. Ao compararmos o sorgo com o milho, o
primeiro apresenta apenas 89,47% do conteudo de lisina digestivel (0,17% e 0,19%,
respectivamente), 86,67% da metionina digestivel (0,13% e 0,15%,
respectivamente), 89,65% de metionina + cistina digestiveis (0,26% e 0,29%,
respectivamente) e 92,59% de treonina digestivel (0,25% e 0,27%, respectivamente)
do milho. Outra diferenca existente entre estes grédos € o nivel de pigmentos
carotenoides, apresentando o sorgo niveis menores de carotenos (0,3 ppm sorgo e

2,0 ppm milho) e de xantofilas (1,8 ppm sorgo e 20,1 ppm milho), sendo o primeiro
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percursor de vitamina A e o segundo responsavel pela coloragcdo amarelada da pele
das aves (BLESSIN, 1962).

A composicdo nutricional pode ter grande variabilidade entre os diferentes
cultivares de sorgo. Um experimento avaliou a composicdo na base seca de 36
variedades de sorgo cultivadas no Iran e encontrou valores de proteina bruta entre
10,42 e 14,88%, extrato etéreo entre 1.52 e 6,28%, fibra bruta entre 1,50 e 7,80%,
matéria mineral entre 1,00 e 3,49% e energia metabolizavel verdadeira corrigida
para nitrogénio entre 3.003 e 3.899 Kcal/Kg (SEDGHI et al., 2011). Devido a esta
grande variacao, a analise bromatoldgica se torna essencial para o conhecimento da
composicao do gréo e correto ajuste do seu valor nutricional, possibilitando assim o
sucesso de sua utilizacdo na formulacdo de racdes para aves. A literatura
disponibiliza férmulas para célculo da energia metabolizavel dos alimentos para
frangos de corte com base nos valores de proteina, extrato etéreo e extrativo ndo
nitrogenado, além de equacao para estimar o conteido dos aminoécidos em funcéo
da proteina bruta do sorgo (ROSTAGNO, 2011).

Em relacéo a digestibilidade do amido, além de ser inversamente proporcional
ao conteldo de amilose, também € inversamente proporcional ao conteudo de
cafirina, presente em maior quantidade em graos com endosperma de textura vitrea,
o qual envolve os granulos de amido (CAGAMPANG,; KIRLEIS, 1984; ELKIN et al.,
1996). A menor qualidade da proteina do sorgo € proporcional a maior quantidade
de cafirina, devido ao seu baixo valor nutricional, pois € pobre em aminoacidos
essenciais (lisina, triptofano, treonina e metionina), mas rica em acido glutamico,
prolina e isoleucina (VIRUPAKSHA; SASTRY, 1968). O perfil lipidico do gréo de
sorgo é composto de 82% de &cidos graxos insaturados, principalmente linoleico
(40,3%) e oleico (36,5%), e 18% de acidos graxos saturados, principalmente
palmitico (13,0%) (NEUCERE; SUMRELL, 1980).

Por meio de cruzamento de linhagens, pesquisas buscam o desenvolvimento
de variedades de sorgo que reunam boas caracteristicas agronémicas e maior
qualidade nutricional. Variedade de sorgo transgénico com alta digestibilidade
proteica foi produzido pela supressao de trés genes que alteraram as ligacdes entre
as cafirinas e, consequentemente a microestrutura do corpo proteico, produzindo
invaginagcdes irregulares que facilitam o acesso da pepsina, aumentando a
digestibilidade proteica (GROOTBOOM et al., 2014). Por meio do cruzamento entre

variedades de endosperma duro, variedades de boa qualidade nutricional e
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variedade mutante de sorgo com alta digestibilidade de proteina e alto contetdo de
lisina, foi identificado fendtipo de grdo de sorgo com endosperma de textura normal
a vitrea e com superior qualidade nutricional devido a alta digestibilidade proteica e
superior conteudo de lisina, tendo estes grdos microestrutura diferenciada do
endosperma vitreo (TESSO et al., 2006).

1.2.2 Sorgo em dietas de frangos de corte
1.2.2.1 Desempenho

Pesquisas tém encontrado resultados variados em relacao a substituicdo total
de sorgo por milho, sendo sugerido o nivel pratico de incluséo de 30% de sorgo sem
tanino na racdo (ROSTAGNO et al., 2011). Entretanto, se a ragao for corretamente
balanceada de acordo com o grdo de sorgo utilizado, a substituicdo total de milho
por sorgo nao prejudica o desempenho dos frangos de corte (CARVALHO et al.,
2015; FERNANDES et al., 2013; GARCIA et al., 2005; SHAKOURI et al., 2009;
TANDIANG et al., 2014; TORRES et al., 2013). Porém, uma pesquisa apontou piora
na conversao alimentar pela substituicdo total de milho por sorgo (LUNEDO et al.,
2014). Aves alimentadas com sorgo apresentaram menor quantidade de gordura
abdominal podendo resultar em um maior rendimento de carcaca, trazendo ganhos
para a industria de carnes avicolas (ADAMU et al., 2012). Porém em outros estudos,
o efeito na diminuicdo de gordura abdominal ndo foi observado, assim como
diferencas no rendimento de carcaca e de cortes, mas observou-se diminuicdo no
pH do peito e pernas (CAROLINO et al.,, 2014; GARCIA et al., 2005; TORRES,
2010). Devido a menor quantidade de carotenoides no sorgo, sua utilizacdo produziu
carne de coloragdo mais fraca, porém sem alterar a composi¢cdo quimica da carne
de peito e pernas ou carcaga nem as caracteristicas sensoriais da carne, exceto na
mastigabilidade, a qual mostrou maior satisfacdo dos provadores (CAROLINO et al.,
2014; GARCIA et al., 2005).

A utilizacao do gréo de sorgo inteiro na alimentacao de frangos de corte tem
sido estudada, entretanto, nem sempre a literatura mostra resultados similares.
Estudo mostra que a substituicdo total ou em 50% de sorgo moido por sorgo inteiro
aos oito dias de idade néo alterou o desempenho de frangos de corte machos e
fémeas os 42 dias de idade (FERNANDES et al., 2013). Porém, a substitui¢céo total a
partir de 10 dias de idade reduziu o peso vivo e piorou a conversao alimentar aos 35

dias (RODGERS et al., 2009). Em outro estudo, foi observado menor consumo de
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ragéo, mesmo peso vivo e melhor conversao alimentar em frangos de corte aos 42
dias alimentados com sorgo inteiro a partir do alojamento (CARVALHO et al., 2015).
Por outro lado, a substituicdo de 10 e 20% de milho por sorgo inteiro a partir do
alojamento diminuiu o ganho de peso e piorou a conversao alimentar de frangos de
corte de cruzamento hibrido aos 21 dias de idade, porém, este efeito ndo foi
observado em linhagem de frango comercial (BIGGS; PARSONS, 2009). Entretanto,
a substituicdo total de milho por sorgo inteiro a partir do alojamento resultou em
maior consumo de racéo e pior conversao alimentar aos 21 dias de idade (JACOBS;
PARSONS, 2013). A utilizacdo de 100% sorgo inteiro a partir do alojamento nao
mostrou influéncia sobre o peso vivo, composi¢cdo quimica da carcaca nem
rendimento de cortes, mas observou-se menor rendimento de carcaca e maior
rendimento de visceras (CAROLINO et al., 2014).

A maioria dos estudos que avaliam a incluséo de gréos inteiros tem sido feita
utilizando trigo, apresentando resultados que variam de piora até melhora do
desempenho com o uso de grao inteiro. A substituicdo de 50% de milho por trigo
inteiro diminuiu 0 ganho de peso e piorou a conversao alimentar em frangos de
cruzamento hibrido aos 21 dias de idade, mas a substituicdo de 35% nao alterou o
desempenho em frangos de linhagem comercial na mesma idade (BIGGS;
PARSONS, 2009). Porém, a substituicdo de 16% de trigo moido por inteiro em
dietas peletizadas a partir do alojamento piorou a converséao alimentar de frangos de
linhagem comercial aos 21 dias de idade, mas com o aumento da substituicdo para
30% a partir desta idade o pior desempenho foi superado aos 35 dias (AMERAH et
al.,, 2011). Em estudo com a substituicdo de 30% por trigo inteiro ja desde o
alojamento, o desempenho néo foi influenciado aos 21 dias de idade (AMERAH et
al., 2009). Porém, aves alimentadas com grandes quantidades de graos inteiros
(trigo, cevada ou aveia) apresentaram desempenho inferior, podendo a reducao no
consumo ser causada pela limitada capacidade para moagem dos grédos na moela,
seguido de taxa de passagem mais lenta no trato digestivo, ou mesmo pela
sensacao de saciedade provocada pela alta atividade da moela (HETLAND et al.,
2002). Do mesmo modo, a moagem dos graos pela moela requer energia,
diminuindo consequentemente a energia disponivel para o crescimento das aves em
dietas de grao inteiro (HETLAND et al., 2002).

Existem diferentes maneiras de oferecer o grao inteiro para as aves, podendo

este estar misturado a racdo farelada ou ser incluido antes da peletizacdo, ou
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mesmo ser oferecido de maneira separada dos demais ingredientes. Estudo avaliou
o desempenho de frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados com niveis
crescentes de substituicdo do trigo moido por inteiro a partir de oito dias de idade,
utilizando os seguintes métodos de alimentacédo: racdo apenas com trigo moido,
mistura do trigo inteiro na racdo, escolha livre entre o gréo inteiro e os demais
componentes da racdo oferecidos separadamente, mas simultaneamente, ou
oferecidos separadamente em horarios distintos (ERENER et al., 2003). Como
resultado, aves alimentadas com a mistura entre os grdos apresentaram menor
ganho de peso e pior conversao alimentar que aquelas aves que néo receberam
trigo inteiro, tendo os demais métodos de alimentacdo desempenhos semelhantes a
nao utilizacdo de trigo inteiro. Essa diferenca no desempenho ocorreu, pois, aves
alimentadas com a mistura ingeriram maior quantidade trigo inteiro e menor
quantidade dos demais componentes do que 0s outros métodos. Entretanto, outro
estudo mostrou efeito contrario, sendo o desempenho de frangos alimentados com a
mistura entre trigo inteiro e os demais componentes da racdo igual ao daqueles que
receberam apenas trigo moido, sendo que o oferecimento do grédo inteiro
separadamente prejudicou o desempenho devido a menor ingestdo de proteina e
energia (AMERAH; RAVINDRAN, 2008). Aparentemente, o desempenho de frangos
de corte alimentados com gréos inteiros na dieta pode ser influenciado por fatores
como tipo de grdo, porcentagem de substituicdo do grédo, idade ao iniciar a
substituicdo, assim como linhagem da ave. Porém, é importante salientar que a
inclusdo de gréos inteiros na dieta pode estar relacionada com a melhora na
eficiéncia da utilizacdo de nutrientes (HETLAND et al., 2002).

1.2.2.2 Trato gastrintestinal

No sistema digestorio das aves, o bico, a lingua, a faringe e o es6fago sao
responsaveis pela apreensao do alimento, degluticdo e encaminhamento deste para
o ingluvio, onde o mesmo é armazenado e amolecido. O proventriculo € responsavel
pelo inicio da digestdo quimica do alimento pela secre¢do de acido cloridrico e
pepsinogénio (STURKIE, 1991). Porém, a maior parte da digestdo acida ocorre na
moela, onde o alimento é triturado e homogeneizado por meio de contracdes
ritmicas, passando o alimento para o duodeno apenas quando este encontra-se com
particulas preferencialmente entre 0,5 e 1,5 mm (FERRANDO et al., 1987; TURK,

1982;). No intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) séo liberados os sais biliares
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produzidos pelo figado que auxiliam na emulsificacdo das gorduras facilitando sua
digestdo, assim como séao liberadas as enzimas produzidas pelo pancreas que irao
atuar na digestdo dos alimentos. Entretanto, a finalizacdo da digestdo do alimento e
absorcdo de nutrientes ocorre apenas na superficie da mucosa epitelial, sendo
fundamental a integridade de suas células para a correta absorcdo de nutrientes
(CASTRO, 2005). Nos cecos, ocorre a absorcdo de &gua e a digestdo de
aminoacidos remanescentes pela microbiota (CHAPLIN, 1989; MORTENSEN, 1984;
TURK, 1982). Portanto, para um 6timo aproveitamento do alimento pelo animal, é
necessario que o trato gastrointestinal esteja bem desenvolvido e funcionando de
maneira eficiente.

A substituicdo total de milho por sorgo moido ndo alterou o peso do
proventriculo, moela, intestino delgado e cecos nem o comprimento destes
segmentos intestinais (FERNANDES al., 2013; GARCIA et al., 2005; SILVA et al.,
2014). Porém, outro estudo observou diminuicdo do peso relativo do figado e do
jejuno, mas sem alteracdes nos demais segmentos intestinais (SILVA et al., 2015).
Do mesmo modo, o pH da digesta na moela, ileo e cecos e a viscosidade da digesta
ileal ndo diferiram em aves mais velhas com a substituicdo do milho por sorgo,
exceto pela diminuicdo da viscosidade do conteudo ileal aos sete dias de idade com
o0 uso de sorgo (SHAKOURI et al., 2009; TORRES, 2010). Nao foram observadas
alteracdes na altura e largura de vilos, profundidade de cripta nem na éarea de
absorcédo do duodeno, jejuno e ileo de pintainhos aos sete dias e de frangos aos 42
dias de idade (SILVA et al., 2014, 2015).

De acordo com literatura, o trato gastrintestinal de frangos de corte
praticamente nao se altera quando o milho é substituido por sorgo moido.
Entretanto, a substituicdo do sorgo moido por inteiro causa importantes alteracdes. A
substituicéao total ou parcial (50%) do sorgo moido por inteiro a partir do alojamento
proporcionou em pintainhos de sete e 42 dias de idade aumento da moela, mas sem
interferir no peso e tamanho relativos do duodeno, jejuno, ileo e cecos, e na altura
de vilo, profundidade de cripta e area de absorcdo dos diferentes segmentos do
intestino delgado, exceto pelo aumento na profundidade de cripta com o uso de 50%
de sorgo inteiro aos sete dias (SILVA et al., 2014, 2015). De maneira semelhante, o
uso de 50% e 100% de sorgo inteiro a partir do oitavo dia resultou em aumento na
moela, mas sem alterar o peso e tamanho do intestino delgado e cecos aos 42 dias
de idade (FERNANDES et al., 2013). A substituicdo total de milho por sorgo inteiro
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também proporcionou aumento na moela, mas nédo alterou o pH do contetdo da
mesma aos 21 dias de idade (JACOBS; PARSONS, 2009)

A utilizacdo de outros tipos de graos inteiros também é capaz de alterar as
caracteristicas do trato gastrintestinal. Diversos estudos mostram que a substituicao
de parte do trigo moido por inteiro aumenta o peso relativo da moela (AMERAH,;
RAVINDRAN, 2008; ENGBERG et al., 2004; ERENER et al., 2003; GABRIEL et al.,
2008; HETLAND et al., 2002). Porém, o uso de 30% de trigo inteiro ndo foi suficiente
para influenciar no peso da moela (AMERAH et al., 2009, 2011). Por outro lado,
estudos comprovam o aumento da moela com substituicdes a partir de 10% de trigo
moido por interio (BIGGS; PARSONS, 2009). A utilizacao de grao inteiro diminuiu as
particulas do alimento no duodeno, porém, se o grdo inteiro for incluido em alta
guantidade, o tamanho das particulas pode aumentar (HETLAND et al., 2002). A
utilizacado de 50% e 100% de trigo inteiro, a parir da segunda e terceira semanas
respectivamente, resultou em aumento no peso relativo do pancreas e diminuicao do
comprimento relativo do jejuno (GABRIEL et al., 2008). A utilizacdo de gréos inteiros
pode reduzir o pH dos contetdos da moela e do duodeno e jejuno, mas existem
estudos contraditorios (ENGBERG et al., 2004; HETLAND et al., 2002).

1.2.2.3 Morfometria do epitélio jejunal

Imediatamente ap0s a eclosao, os pintainhos utilizam suas limitadas reservas
corporais para conseguir um rapido desenvolvimento fisico e funcional do trato
gastrintestinal, tendo em duas semanas completada a transicdo da superficie
entérica, eliminando todas as células embrionarias remanescentes, sendo este
desenvolvimento estimulado de maneiras diferentes pelo alimento (MORAN Jr.,
2007; UNI; FERKET, 2004). A mucosa intestinal sofre continua renovacao celular,
chamada de “turnover”, a qual pode ser intensificada na presenga de alguma
perturbagdo na luz intestinal. Quando o “turnover’ intestinal é alterado, ha uma
modificacdo na forma das vilosidades e na profundidade das criptas, tendo um maior
gasto de energia para esta renovacao celular, comprometendo o rendimento
econdmico do lote (MAIORKA et al., 2002). Na mucosa intestinal estdo presentes
células caliciformes que sdo responsaveis pela producdo de uma camada de muco
gue protege a borda em escova contra agressées quimicas e efeitos abrasivos da
digesta, além de atuar como barreira contra microrganismos e influenciar no

transporte entre o contetdo luminal e a membrana em escova (BOLELI et al., 2002).
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Sabe-se que os taninos condensados do sorgo podem causar necroses e
alteracbes na forma das vilosidades da mucosa intestinal e aumento no numero de
células caliciformes, porém, este tipo de tanino ndo esta presente em sorgos de
baixo tanino (sorgos livres de tanino condensado) (CHANG et al., 1994; MITJAVILA
et al., 1977). A substituicdo parcial de milho por sorgo resultou em vilosidades mais
altas no duodeno de frangos aos 35 dias de idade (PEREZ et al., 2013). Este
aumento na altura da vilosidade pode ser decorrente do maior indice mitético nas
criptas, visto a substituicdo parcial de milho por sorgo aumentou este indice no
jejuno de aves aos sete dias de idade, porém este efeito ndo foi observado com a
substituicdo total (TORRES et al.,, 2013). De maneira semelhante, estudo com
substituicdo total de milho por sorgo sem tanino ndo mostraram alteracdes
morfométricas no duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte aos 42 dias de idade
(SILVA et al., 2015). Porém, a substituicdo de milho por sorgo pode causar maior
perda de epitélio severa no duodeno de frangos de corte aos 21 e 42 dias de idade
(TORRES et al., 2013).

Em relacdo ao uso do sorgo inteiro, a substituicdo total ndo alterou o epitélio
do duodeno, jejuno e ileo, mas sua substituicdo em 50% resultou no aumento na
profundidade de cripta do duodeno aos sete dias de idade (SILVA et al., 2014).
Efeito similar foi observado em frangos aos 42 dias de idade alimentados desde o
alojamento com sorgo inteiro, apresentando estas aves maior profundidade de cripta
no duodeno, sem quaisquer outras alteracées no duodeno, jejuno e ileo (SILVA et
al., 2015). Porém, outro efeito foi observado no duodeno de aves, aos 23 dias de
idade, alimentadas com 50% de trigo inteiro a partir de oito dias, apresentando um
aumento na relacdo vilo:cripta e na area de absorcdo (GABRIEL et al., 2008). Estudo
afirma que dietas com particulas grandes tém menor taxa de passagem no tubo
gastrintestinal, o que resulta em um maior contato entre o alimento e a mucosa
intestinal, aumentando o comprimento das vilosidades (WARNER, 1981). Entretanto,
0 aumento na altura das vilosidades néao foi um padrdo encontrado nos trabalhos
com o0 uso de sorgo inteiro.

As enzimas digestivas presentes na membrana em escova dos enterécitos da
mucosa intestinal sdo responsaveis pela digestdo final de muitas das
macromoléculas da dieta e sua atividade varia de acordo com a presenca ou
auséncia de substrato. A enzima fosfatase alcalina esta associada a regulagdo da

absorcdo de lipideos, além de ser conhecida como marcador da maturacdo dos
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enterécitos e as enzimas aminopeptidase e maltase atuam respectivamente na
digestéo final de proteinas e carboidratos (NARISAWA et al., 2003; TRABER et al.,
1991; WEISER, 1973). O tipo de cereal pode influenciar a atividade das enzimas na
borda em escova do jejuno, tendo aves alimentadas com dietas a base de sorgo
menor atividade de sacarase quando comparadas com dietas de milho, mas sem
influenciar as atividades da maltase e fosfatase alcalina (SHAKOURI et al., 2009).
Outro estudo também nédo observou alteracdo na atividade de fosfatase alcalina,
mas um aumento na atividade da aminopeptidase foi observado com a substituicao
completa de milho por sorgo (TORRES et al., 2013). A utilizacdo de 50% e 100% de
trigo inteiro, a parir da segunda e terceira semanas respectivamente, proporcionou
um aumento na atividade de fosfatase alcalina no duodeno e jejuno, sem alteracao

da atividade de aminopeptidase e maltase (GABRIEL et al., 2008).

1.2.2.4 Metabolizabilidade do gréo e das dietas

Os valores de energia metabolizavel do sorgo podem variar de acordo com a
variedade o grdo. Estudo mostra que graos de sorgo com endosperma vitreo
apresentam menores valores de EMA, EMV, EMAn e EMVn para frangos de corte
em comparacao a grdos de endosperma farinaceo devido a menor disponibilidade
de amido a digestdo enzimatica, comprovando a influéncia da textura do
endosperma sobre a digestibilidade do amido (ANTUNES et al., 2006). Isto ocorre,
pois, o amido do endosperma vitreo esta incrustado em forte arcabouco proteico,
que precisa ser previamente digerido para que o amido se torne disponivel para
digestdo enzimatica (ROONEY; MILLER, 1982; SULLINS; ROONEY, 1975). A
presenca do gene waxy também interfere na digestibilidade do amido, sendo que
graos de sorgo waxy possuem maior quantidade de amido rapidamente digestivel e
menor quantidade de amido resistente quando comparado com o sorgo heterowaxy
e normal (SANG et al., 2008). A presenca de tanino condensado também influéncia
0 conteudo de energia metabolizavel do grédo para aves tendo menor valor que as
variedades sem tanino condensado (DOUGLAS et al., 1990; ROSTAGNO et al.,
2011).

A digestibilidade dos nutrientes também pode sofrer influéncia do tipo de gréo.
Estudo encontrou maior coeficiente de digestibilidade da matéria organica e de
extrato etéreo em substituicdo total de milho por sorgo em aves aos 21 dias de
idade, ndo sendo este efeito observado aos 42 dias (TANDIANG et al., 2014). Os
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coeficientes de digestibilidade ileal da matéria seca, energia e proteinas sdo maiores
em aves alimentadas com dietas a base de sorgo e milho do que em dietas com
cevada ou trigo (SHAKOURI et al., 2009). Durante as duas primeiras semanas de
vida, a retencdo de minerais como calcio, fésforo, manganés, zinco e cobre foram
maiores em dietas a base de sorgo do que em dietas & base de milho e trigo, mas
com menor retencao de ferro (THOMAS; RAVINDRAM, 2010).

O valor de energia do alimento pode ser também alterado pela forma do gréao
na dieta. A substituicdo completa de sorgo ou milho moidos em diferentes
granulometrias por sorgo inteiro proporcionou um aumento na EMAn e uma
diminuicdo na taxa de passagem do alimento (JACOBS; PARSONS, 2013;
RODGERS et al., 2009). Entretanto, este aumento ndo foi observado em
substituicbes de 10% e 20% (BIGGS; PARSONS, 2009). Esta melhora no
aproveitamento energético do alimento também ocorre quando outros gréos inteiros
séo incluidos na dieta. O uso a partir de 10% de trigo inteiro na dieta mostrou um
aumento na EMAn em diferentes ensaios de metabolismos de 3 a 21 dias de idade
em frangos de corte de cruzamentos hibridos, mostrando também um aumento da
mesma com a idade (BIGGS; PARSONS, 2009). Porém, a utilizacdo de 30% de trigo
inteiro ndo alterou a EMANn aos 21 dias nem a digestibilidade ileal aparente da
energia aos 35 dias de idade, sendo esta porcentagem de substituicdo incapaz de
produzir aumento na moela (AMERAH et al., 2009, 2011).

Além da energia, a inclusdo de grao inteiro também pode influenciar na
digestibilidade da proteina. A substituicdo completa de milho moido em particulas
maiores por sorgo inteiro aumentou os valores de digestibilidade aparente da
metionina, lisina treonina, valina, cistina e arginina aos 21 dias de idade (JACOBS;
PARSONS, 2013). Entretanto, a substituicdo em niveis de 10% e 20% ndao foi capaz
de melhorar o coeficiente de digestibilidade de aminoacidos em frangos na mesma
idade (BIGGS; PARSONS, 2009). Grandes quantidades de gréos inteiros (trigo,
cevada ou aveia) aumentaram a digestibilidade do amido, apresentando estas aves
moelas maiores (HETLAND et al., 2002). Porém, estudos mostraram que o uso de
30% de trigo inteiro foi capaz de aumentar o coeficiente de digestibilidade ileal do
nitrogénio aos 35 dias, mas nao alterou a digestibilidade ileal do amido aos 21 dias
(AMERAH et al., 2009, 2011). O uso a partir de 10% de trigo inteiro aumentou o
coeficiente de digestibilidade de aminoacidos como arginina, cisteina, histidina,
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isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina e valina em frangos de corte aos
21dias de idade (BIGGS; PARSONS, 2009).

Como observado nos estudos, o grdo inteiro é capaz de melhorar o
aproveitamento dos nutrientes possivelmente pelo aumento na iniciacdo da digestao
proteica pela pepsina e &cido cloridrico e da digestdo de amido pela amilase no
intestino delgado devido a previa ruptura dos granulos de amido em aves com
moelas maiores, além de possivel influencia na dindmica do amido associada ao
aumento de episodios de peristaltismo reverso (LIU et al., 2015). A maior atividade
da moela para reduzir os gréos inteiros potencializa a mistura entre os nutrientes e o
suco géstrico, beneficiando a digestdo do amido (HETLAND et al., 2002). Além
disso, o gréo inteiro tem um efeito regulatério no fluxo de passagem do alimento no
trato digestivo, sendo a moela o 6rgdo chave neste processo, prevenindo uma
sobrecarga de amido no trato digestivo, o0 que levaria a um aumento na
digestibilidade deste nutriente (SVIHUS; HETLAND, 2001). Por outro lado, a
mudanca no pH na moela é afetada pela maior secrecdo de acido cloridrico pelo
proventriculo com a utilizacdo de graos inteiros, sendo o ambiente mais acido uma
maneira efetiva de prevenir bactérias potencialmente patogénicas como Salmonella
e Clostridium perfringens, melhorando a saude intestinal da ave, podendo contribuir
com a melhora no desempenho da mesma (BJERRUM et al., 2005; ENGBERG et
al.,, 2004; SVIHUS, 2011). Para que ocorra uma melhor disponibilidade dos
nutrientes, é sugerido a inclusdo de pelo menos 20% a 30% de particulas de cereal
maiores que 1 mm (SVIHUS, 2011).

1.2.2.5 Microbiota

O pintainho ao eclodir do ovo possui o trato gastrintestinal praticamente
estéril, sendo este rapidamente colonizado por organismos oriundos do ambiente
(AMIT-ROMACH et al., 2004). Aos quatro dias de idade, Lactobacillus foi o principal
género encontrado no duodeno, se tornando dominante nos demais segmentos com
a idade, assim como o género Bifidobacterium se tornou predominante nos cecos
com a idade (AMIT-ROMACH et al.,, 2004). O namero de bactérias anaerbbias
aumenta a partir da parte proximal para a parte distal dos intestinos, com 0s maiores
valores observados nos cecos (ENGBERG et al.,, 2004; GABRIEL et al., 2006). A
microbiota tipica de aves adultas se estabelece por volta de 14 dias no intestino

delgado e de 30 dias nos cecos (BARNES et al., 1972). Em aves com idade para o
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abate, bactérias da ordem Lactobacillales, principalmente os géneros Lactobacillus
gallinarum, L. crispatus, L buchneri e L. salivarius, predominam em todos o0s
seguimentos do intestino delgado, sendo também detectada em niveis elevados nos
cecos, sendo este predominado pela ordem Clostridiales e filo Firmicutes e
Bacteroidetes (DUMONCEAUX et al., 2006; OAKLEY et al., 2014). Entretanto,
estudo mostra que o filo predominante nos cecos de frangos de corte é o Firmicutes,
sendo Clostridia, Bacili e Gammaproteobacteria as classes dominantes e
Lachnospiriceae e Ruminococcaceae as familias dominantes do filo Firmicutes
(DANZEISEN et al., 2011). Realizando uma analise média na microbiota de frangos
aos trés, sete, 14,21, 28 e 49 dias de idade, observou-se uma microbiota do ileo
composta de Lactobacillus (70%), Clostridiaceae (11%), Streptococcus (6,5%),
Enterococcus (6,5%) e outros, e uma microbiota dos cecos composta de
Clostridiaceae (65%), Fusobacterium (14%), Lactobacillus (8%), Bacteroides (5%) e
outros (LU et al., 2003).

O perfil da microbiota € influenciado por diversos fatores como a as préprias
diferencas entre os individuos, idade da ave, ambiente e principalmente pela dieta,
incluindo composicdo, concentracdo de nutrientes, caracteristicas fisicas, tipo de
processamento e presenca de aditivos (GABRIEL et al., 2006; OVIEDO-RONDON,
2009). As bactérias produzem diversos metabdlitos que podem ser bons ou
prejudiciais ao hospedeiro, sendo capazes de interagir com o epitélio gastrintestinal
podendo causar modificacdes estruturais e funcionais no mesmo, comprometendo a
digestdo lipidica e modificando a digestdo de carboidratos e proteinas, e causando
um aumento nas exigéncias nutricionais, ou mesmo, agir beneficamente contra
patdgenos por meio de exclusdo competitiva (GABRIEL et al., 2006).

Diversas espécies de bactérias tém sido estudadas para atuarem como
probioticos, modulando o perfil bacteriano da microbiota, diminuindo o nimero de
bactérias patogénicas e melhorando o desempenho das aves. A inoculacdo de
frangos com Lactobacillus sp., aos 4 dias de idade, proporcionou maior ganho de
peso e aumentou 0 numero de Lactobacillus spp. e Firmicutes no conteudo fecal
(ANGELAKIS; RAOULT, 2010). Estudos em patos mostraram que as espeécies
Lactobacillus animalis e L. salivarius possuem forte potencial para o uso como
probiodticos, mostrando acao inclusive contra Campylobacter (EHRMANN et al.,
2002; MESSAOUDI et al.,, 2011) Esporos do género Bacillus foram isolados do
conteudo fecal de frangos de corte, sendo identificadas as espécies B. subtilis, B.
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pumilus, B. licheniformis, B. clausii, B. megaterium, B. firmus, B. cereus e outras ndo
identificadas, apresentando estas atividade contra organismos patogénicos como
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, tendo
potencial para o uso como probidtico (BARBOSA et al.,, 2005). Essa exclusao
competitiva de patdgenos € resultante de diferentes modos de acgdo, incluindo
exclusdo imune, competicdo por sitios de adesdo e producdo de agentes
antimicrobianos, como as bacteriocinas (PATTERSON; BURKHOLDER, 2003).
Melhora do desempenho foi observado em frangos de corte que receberam
suplemento de Bacillus coagulans ou B. subtilis como probiotico (CAVAZZONI et al,
1998; MOLNAR et al., 2011). O uso de probidtico a base de Pediococcus acidlactici,
além de melhorar o desempenho, diminuiu 0 nimero de coliformes no ileo e também
o nivel de colesterol no soro sanguineo (TAHERI et al.,, 2010). A inclusdo de
Enterococcus faecium na dieta de frangos de corte melhorou seu desempenho e
aumentou o numero de bactérias acido laticas no ileo e nas excretas (SAMLI et al.,
2007). O uso de bacteriocina de Ruminococcus albus como promotor de crescimento
melhorou o desempenho das aves, além de aumentar o nimero de Lactobacillus e
diminuir o nimero de Enterococcus e Salmonella nas excretas de frangos de corte
aos 35 dias de idade (WANG et al., 2011). Adicionalmente, a utilizacdo de taninos
hidrolisaveis de castanha mostrou uma potente atividade bactericida tanto in vitro
como in vivo contra Clostridium perfringens (ELIZONDO, 2010; TOSI et al., 2013).
Diversos estudos tém procurado correlacionar grupos de bactérias
responsaveis pela melhora ou piora no desempenho. Porém, grupos de aves criadas
sob condi¢cdes controladas desenvolvem microbiotas distintamente diferentes,
dificultando a -caracterizacdo destes grupos (STANLEY et al, 2016). Estudo
abrangeu diversas variaveis como uso de variedades de sorgo diferentes, enzimas e
fiboras com diferentes digestibilidade, além de diferentes materiais de cama e
diferentes linhagens de frangos de corte, mostrando que a presenca de Lactobacillus
salivarius, L. aviarius, L. crispatus, Faecalibacterium prausnitzii, Escherichia coli,
Gallibacterium anatis, Clostridium lactatifermentans, Ruminococcus torques,
Bacteroides vulgatus e Alistipes finegoldii no ileo possuem potencial para estarem
relacionadas com o melhor desempenho dos frangos de corte (TOROK et al., 2011).
Nos cecos, as bactérias das familias Lachnospiraceae, Ruminococcaceae e
Erysipelotrichaceae e 0s géneros Ruminococcus, Faecalibacterium,

Catabacteriaceae e multiplas linhagens do género Clostridium (das familias
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Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Erysipelotrichaceae e desconhecida) sao
altamente abundantes em aves com boa converséo alimentar, sendo a presenca do
género Lactobacillus associada com pior conversao alimentar (STANLEY et al.,
2016). Revisao reuniu recentes estudos cientificos sobre o uso de probioticos e
mostrou que diversas espécies e cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium podem
causar uma reducdo de peso corporal (RODRIGUEZ et al., 2013). Porém, o uso de
culturas de Lactobacillus em frangos de corte mostraram aumento no ganho de peso
e melhor converséo alimentar, mas reduziu a gordura abdominal e o colesterol do
soro sanguineo (JIN et al., 1998; KALAVATHY et al., 2003). Outros estudos mostram
gue o aumento de Lactobacillus nas excretas de frangos de corte esta relacionado
com a melhora no desempenho (ANGELAKIS; RAOULT, 2010; WANG et al., 2011).

A mudanca na microflora em relacéo ao tipo de alimento pode ser percebida a
partir da moela, onde o numero total de bactérias anaerdbias e Lactobacillus &
menor em aves alimentadas com sorgo do que com milho e cevada (SHAKOURI et
al., 2009). Porém, ndo foram observadas alteragbes no numero de Enterobacteria e
Lactobacillus em frangos de corte aos sete, 21 e 42 dias de idade alimentados com
sorgo em substituicdo ao milho (TORRES, 2010). Maior numero de bactérias da
familia Enterobacteriaceae associada a mucosa do duodeno e ileo foram
observadas quando o milho foi substituido pelo sorgo, sem, no entanto, alterar o
namero de Enterococcus e Lactobacillus, inclusive no contetdo luminal (LUNEDO et
al., 2014). Entretanto, a substituicdo de milho por sorgo ndo alterou o total de
bactérias anaerdbias, Lactobacillus, enterobactéria lactose-negativa e Clostridium
perfringens no ileo e cecos de frangos de corte (SHAKOURI et al., 2009). Aves
alimentadas com dietas a base de sorgo possuem composi¢cdo da comunidade
microbiana ileal diferente daquelas alimentadas com dietas a base de trigo, porém,
com comunidade microbiana cecal semelhante (TOROK et al., 2011).

O perfil da microbiota também pode ser influenciado pela forma do gréo,
sendo que a substituicdo parcial de grdo moido por gréo inteiro altera a microbiota
de modo que estas tendem a estar separadas em clusters em lados opostos do
dendrograma, mas sem alterar a riqueza da microbiota (AMERAH et al., 2011).
Observa-se um aumento na quantidade de algumas espécies de Lactobacillus e
reducdo no numero de Clostridium perfringens no trato gastrintestinal de aves
alimentadas com gréaos de trigo inteiro (AMERAH et al., 2011; ENGBERG et al.,

2004). O uso de 30% de trigo inteiro reduziu o numero de enterobactérias lactose-



44

negativas e aumentou o numero de bactérias 4cido laticas e de espécies do género
Lactobacillus no intestino delgado, além de reduzir o numero de Clostridium
perfringens e enterococci e aumentar Lactobacillus nos cecos de frangos de corte
(ENGBERG et al.,, 2004). A utilizacdo de parte do trigo oferecido inteiro e
separadamente dos demais ingredientes da racdo diminuiu o nimero de bactérias
facultativas no ileo, sem alterar Lactobacillus e Escherichia coli no intestino delgado
e cecos (GABRIEL et al., 2008). A utilizacao de gréo inteiro de trigo parece melhorar
a saude intestinal devido a reducdo do pH na moela pela estimulacdo na funcao
gastrica e aumento no tempo de retencdo, podendo esta servir como barreira contra
a entrada de bactérias patogénicas. (ENGBERG et al., 2004).
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2 SUBSTITUICAO TOTAL DO MILHO POR SORGO ALTERA A MICROBIOTA
INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE SEM ALTERAR O DESEMPENHO

Resumo

O grao de sorgo pode ser utilizado em substituicdo ao milho em racdes de
frangos de corte. Porém, os efeitos em relagdo a mudanca brusca entre os graos
ainda ndo sao claros. Objetivou-se avaliar o desempenho e a saude intestinal de
frangos de corte alimentados com milho e/ou sorgo, assim como a mudanca entre 0s
graos ao final da fase pré-inicial. Para isso, um total de 2100 pintos macho
receberam as seguintes dietas experimentais: M100% (ragcdo a base de milho em
todas as fases de cria¢do); S100% (racdo a base de sorgo em todas as fases de
criacdo); M:S50% (racdo a base de 50% milho e 50% sorgo em todas as fases de
criacdo); PS-M (racdo a base de sorgo na racao pré-inicial e milho nas demais
fases); PM-S (racdo a base de milho na racéo pré-inicial e sorgo nas demais fases).
Dois ensaios simultdneos foram realizados em um delineamento em blocos
casualizados: desempenho em boxes experimentais até 40 dias de idade (n=8) e
ensaio de metabolismo em gaiolas (n=10). Foram avaliados o desempenho,
morfometria e numero de células caliciformes presentes no jejuno, energia
metabolizavel aparente (EMA), energia metabolizavel aparente corrigida para
nitrogénio (EMAN) e coeficiente de metabolizabilidade aparente da matéria seca
(CMMS) das racfes e a microbiota do intestino delgado e cecos aos 10 e 21 dias de
idade (sequenciamento do gene 16S). As diferentes dietas nao alteraram o
desempenho dos frangos de corte, seu epitélio jejunal e a metabolizabilidade das
racbes. Porém, as diferentes dietas influenciaram a porcentagem de géneros
Clostridium, Weissella, Bacillus e Alkaliphilus no intestino delgado. Por outro lado, os
géneros influenciados pela dieta nos cecos foram Lactobacillus e Desulfotomaculum.
A idade também influenciou a microbiota dos segmentos intestinais. Conclui-se que
0 uso de sorgo bem como a mudanca de grédo apés a fase pré-inicial nao altera o
desempenho de frangos de corte. Entretanto, o uso de sorgo altera a microbiota
intestinal, especialmente pela diminuicdo de Clostridium e aumento de Lactobacillus
no intestino delgado e cecos, respectivamente.

Palavras-chaves: Nutricdo; Flora intestinal; Sequenciamento genético.

Abstract

Sorghum grain can be used to replace corn in the broiler diets. However, the
effects related to an abrupt change between these grains are not clear yet. The aim
of this study was to evaluate the performance and intestinal health of broilers fed
diets containing corn and/or sorghum, and the change between the grains at the end
of the pre-starter phase. In order to do that, 2,100 male chicks were fed the
experimental diets: C100% (based corn ration in all phases); S100% (based sorghum
ration in all phases); C:S50% (based corn 50% sorghum 50% ration in all phases);
PC-S (based corn ration in pre-started phase and sorghum in other phases); and PS-
C (based sorghum ration in the pre-started phase and corn in other phases). The
experiment was conducted in a randomized block design, with two simultaneous
trials: performance up to 40 days (n=8), and metabolism in cages (n=10).
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Performance, jejunal morphometry and goblet cells, apparent metabolizable energy
(AME), apparent metabolizable energy corrected for nitrogen (AMEnN) and coefficient
of apparent metabolizability of dry matter (CMDM) of the diets, and intestinal
microbiota of small intestine and caecum at 10 and 21 days of age (16S gene
sequencing) were evaluated. The different experimental diets did not affect
performance, jejunal epithelium, neither AME, AMEn and CMDM. However,
experimental diets altered the percentage of the genera Clostridium, Weissella,
Bacillus and Alkaliphilus in the small intestine. In addition, the genera Lactobacillus
and Desulfotomaculum in the caecum were altered by the experimental diets. The
age also altered the microbiota of different intestinal segments. In conclusion, feeding
sorghum in replacement to corn as well as the grain change after the pre-starter
phase do not alter broiler performance. However, sorghum alters the intestinal
microbiota, resulting in lower percentage of Clostridium and higher percentage of
Lactobacillus in the small intestine and caecum, respectively.

Keywords: Nutrition; Milo; Gut microbiota; Genetic sequencing

2.1 Introducéao

O sorgo é uma graminea de origem africana de nome cientifico Sorghum
bicolor (L.) Moench, sendo o quinto cereal mais produzido no mundo (TAYLOR;
SHEWRY, 2006) e o sétimo gréo mais produzido no Brasil, ficando apenas atras da
soja, milho, arroz, trigo, feijdo e caroco de algoddo (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2015). No Brasil, durante a safra 2014/2015, foram
produzidas 2.055,3 mil toneladas de sorgo, o que representa 2,4% da producéo de
milho (CONAB, 2015). O sorgo pode ser utilizado na alimentacdo humana, producéo
de combustiveis e forragens, além de poder ser utilizado em ra¢des animais (RAO et
al., 2013), sendo um importante substituto do milho em racdes de frangos de corte
em funcao de seu preco.

Os estudos mostram que a substituicdo total ou parcial de milho por sorgo é
viavel a partir de um dia de idade (GARGIA et al., 2005; TORRES et al., 2013).
Entretanto, esta substituicdo ainda é vista com certa resisténcia, principalmente na
fase pré-inicial, devido a presenca de fatores antinutricionais como o tanino, que
prejudica o desempenho das aves (TANDIANG et al., 2014). Por isso, € comum que
0 sorgo nao seja fornecido para aves no alojamento, recebendo em seu periodo
inicial racdes a base de milho. Em outros casos, a participacdo do sorgo nas racdes
estd muito mais ligada a real disponibilidade do produto e por quanto tempo os
estoques do grdo poderdo ser uma estratégia de economia nos custos de producéo.

Neste caso, além de lotes que poderdo receber racdes iniciais a base de milho,
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mudando posteriormente para sorgo, também poderdo haver aves que receberdo
racao inicial com sorgo e posteriormente com milho.

Estudos comprovam que a composicao do alimento ingerido pode influenciar
tanto o desempenho do animal, quanto sua saude intestinal. Por esse motivo, sédo
necessarios estudos que avaliem como a mudanca entre o uso do gréo de milho e
sorgo nas racdes de frangos de corte pode influenciar o trato gastrointestinal destes
animais e, consequentemente, seu desempenho, visto que essas mudancas na
alimentacéo das aves sao adotadas sem maiores cuidados pela industria avicola.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar em frangos de corte o seu
desempenho, epitélio jejunal, metabolizabilidade das racbes e microbiota intestinal,
guando alimentados com milho e/ou sorgo, assim como a mudanca entre 0s graos
ao final da fase pré-inicial. A elucidacdo destes fatores ir4 auxiliar na tomada de
decisdo sobre como e quando utilizar o sorgo em ragdes de frangos de corte,

buscando uma maior produtividade e saude intestinal.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Criagéo das aves

Um total de 1800 pintos machos da linhagem Ross AP95® de um dia de idade
foram alojados em aviario experimental em um delineamento em blocos
casualizados (blocos no tempo). O experimento foi composto por cinco tratamentos
com oito repeticbes cada (quatro por bloco), sendo cada repeticdo inicialmente
composta por 49 aves no Bloco A e 41 aves no Bloco B. As aves foram criadas em
boxes com area de 4,5m2, piso coberto por casca de arroz, bebedouro automatico e
comedouro tubular.

Para a realizacédo dos ensaios de metabolismo com inicio aos sete e aos 15
dias de idade, outros 300 pintos machos de um dia de idade, do mesmo lote, foram
distribuidos em delineamento em blocos casualizados (blocos no tempo). Os ensaios
de metabolismo foram compostos pelos mesmos cinco tratamentos, com 10
repeticbes cada (cinco por bloco), sendo seis aves por gaiola na primeira coleta e
trés aves por gaiola na segunda. As aves foram alojadas em gaiolas de
metabolismo, com 1,00 m de comprimento, por 0,34 m de largura e 0,20 m de altura,
com aquecimento, piso de tela, comedouro e bebedouro de ago inoxidavel tipo calha

e uma bandeja inferior removivel para coleta total de excretas.
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As praticas de manejo foram feitas para garantir ambiéncia adequada, oferta
de &gua limpa e fresca e racdo a vontade. O experimento foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais - ESALQ/USP, protocolo n. 2014-03.

2.2.2 Dietas experimentais

Os tratamentos foram formados a partir das dietas experimentais: M100%
(uso de milho em todas as fases de criacdo); S100% (uso de sorgo em todas as
fases de criacdo); M:S50% (uso de 50% de milho e 50% de sorgo em todas as fases
de criacdo); PS-M (uso de sorgo na racao pré-inicial e milho nas demais fases); PM-
S (uso de milho na racao pré-inicial e sorgo nas demais fases). As racdes das fases
de criacdo pré-inicial, inicial, crescimento e final foram formuladas a base de milho
e/ou sorgo (moidos em moinho de martelo com peneira de 3 mm) e farelo de soja,
atendendo os niveis nutricionais recomendados por Rostagno et al. (2011) (Tabelas
1 e 2). As matrizes nutricionais do milho, sorgo e farelo de soja foram previamente
ajustadas em relacdo a proteina bruta e aminoacidos, a partir de andlises

bromatolégicas realizadas.

2.2.3 Avaliagéo do desempenho

Semanalmente, foram realizadas as pesagens das aves, racdo fornecida,
sobra de racao e diariamente, monitoramento e pesagem de aves mortas. Por meio
destes dados, o desempenho dos frangos foi avaliado calculando-se o peso vivo,
ganho de peso, consumo de ragao e conversao alimentar aos sete, 14, 21, 28, 35 e
40 dias de idade. A viabilidade foi calculada apenas ao final do experimento (40 dias
de idade). Avaliacdo do desempenho adicional foi realizada aos dez dias de idade
(trés dias ap6s a mudanca das ragfes) para avaliar o consumo de ragdo, ganho de

peso e conversédo alimentar neste periodo.

2.2.4 Avaliacédo do epitélio jejunal

Aos 10 dias de idade, uma ave de cada unidade experimental foi selecionada
sem jejum prévio e eutanasiada por deslocamento cervical para coleta do jejuno.
Com o jejuno ainda fechado, fragmentos de aproximadamente 1 cm de comprimento
na porcdo média foram fixados em formol a 10% para confeccdo de laminas

histologicas. Os segmentos foram divididos transversalmente em trés fragmentos e
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preparados para microscopia de luz convencional na coloragdo acido periodico-
Schiff (PAS).
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Tabela 1 - Ingredientes e composic¢ao nutricional calculada das ragdes experimentais
pré-inicial e inicial para frangos de corte

Pré-Inicial (1-7 dias) Inicial (8-21 dias)
Ingredientes (%)
Milho Sorgo M:S Milho  Sorgo M:S

Milho 51,352 0,000 25,332 53,258 0,000 26,274
Sorgo* 0,000 49,999 25,332 0,000 51,853 26,274
Farelo de soja 41,269 40,848 41,059 38,929 38,494 38,712
Oleo de soja 2,994 4,663 3,840 3,967 5,698 4,834
Fosfato bicélcico 1,883 1,839 1,860 1532 1,485 1,509
Calcério calcitico 0,913 0,946 0,929 0,945 0,979 0,963
Sal comum 0,508 0,509 0,508 0,483 0,484 0,484
MHA? 0,476 0,528 0,503 0,396 0,450 0,425
L-Lisina HCL 0,204 0,241 0,223 0,139 0,178 0,159
L-Treonina 0,071 0,097 0,084 0,031 0,059 0,046
Premix vitaminico® 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Premix mineral® 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Cloreto de colina (60%) 0,080 0,080 0,080 0,070 0,070 0,070
Agente anticoccidiano® 0,050 0,050 0,050 0,060 0,050 0,050
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicao nutricional calculada

Proteina bruta (%) 23,000 23,000 23,000 22,000 22,000 22,000
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2960 2960 2960 3050 3050 3050
Célcio (%) 0,920 0,920 0,920 0,841 0,841 0,841
Cloro (%) 0,354 0,348 0,351 0,339 0,333 0,336
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,470 0,470 0,401 0,401 0,401
Potassio (%) 0,904 0,917 0,911 0,789 0,790 0,870
Saodio (%) 0,220 0,220 0,220 0,210 0,210 0,210
Lisina digestivel (%) 1,324 1,324 1,324 1,217 1,217 1,217
Metionina digestivel (%) 0,643 0,665 0,654 0,577 0,600 0,590
Met+Cistina digestivel (%) 0,953 0,953 0,953 0,876 0,876 0,876
Treonina digestivel (%) 0,861 0,861 0,861 0,791 0,791 0,791

'Fendis totais: 0,525%; Taninos totais: 0,347%; Taninos condensados: nao detectado.

*Metionina hidroxi-analoga.

*DSM Nutritional Products, Composicédo por kg de produto: Vit. A — 9000000 Ul; Vit. D3 - 2500000 Ul;
Vit. E - 20000 Ul; Vit. K3 — 2500 mg; Vit. B1 — 2000 mg; Vit. B2 — 6000 mg; Vit. B6-3000 mg; Vit. B12
— 15000ug; Acido Nicotinico - 35 g; Acido Pantoténico — 12 g; Biotina—100 mg; Acido Folico—1500 mg;
Selénio — 250 mg.

*DSM Nutritional Products, Composicdo por kg de produto: Manganés - 160000 mg; Ferro - 100000
mg; Zinco - 100000 mg; Cobre - 20000 mg; Cobalto - 2000 mg; lodo - 2000 mg

®Salinomicina 12%.
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Tabela 2 - Ingredientes e composigao nutricional calculada das ragdes experimentais

crescimento e final para frangos de corte

Ingredientes (%)

Crescimento (22-35 dias)

Final (36-40 dias)

Milho Sorgo M:S Milho  Sorgo M:S

Milho 56,753 0,000 27,994 61,627 0,000 30,397
Sorgo* 0,000 55,251 27,994 0,000 59,991 30,397
Farelo de soja 34,986 34,527 34,757 30,727 30,234 30,479
Oleo de soja 4,777 6,623 5,713 4555 6,560 5,572
Fosfato bicélcico 1,313 1,264 1,288 1,105 1,051 1,078
Calcério calcitico 0,889 0,925 0,908 0,796 0,835 0,816
Sal comum 0,458 0,459 0,458 0,445 0,446 0,445
MHA? 0,374 0,431 0,403 0,348 0,410 0,380
L-Lisina HCL 0,152 0,193 0,172 0,190 0,235 0,213
L-Treonina 0,028 0,057 0,043 0,037 0,068 0,053
Premix vitaminico® 0,120 0,120 0,120 0,080 0,080 0,080
Premix mineral* 0,060 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Cloreto de colina (60%) 0,050 0,050 0,050 0,040 0,040 0,040
Agente Anticoccidiano® 0,050 0,050 0,050 0,000 0,000 0,000
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicao nutricional calculada

Proteina bruta (%) 20,500 20,500 20,500 19,000 19,000 19,000
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3150 3150 3150 3200 3200 3200
Calcio (%) 0,758 0,758 0,758 0,663 0,663 0,663
Cloro (%) 0,324 0,318 0,321 0,317 0,311 0,314
Fosforo disponivel (%) 0,354 0,354 0,354 0,309 0,309 0,309
Potéassio (%) 0,722 0,723 0,812 0,741 0,757 0,749
Saodio (%) 0,200 0,200 0,200 0,195 0,195 0,195
Lisina digestivel (%) 1,131 1,131 1,131 1,060 1,060 1,060
Metionina digestivel (%) 0,544 0,568 0,557 0,509 0,536 0,523
Met+Cistina digestivel (%) 0,826 0,826 0,826 0,774 0,774 0,774
Treonina digestivel (%) 0,735 0,735 0,735 0,689 0,689 0,689

TFenois totais: 0,525%; Taninos totais: 0,347%; Taninos condensados: ndo detectado.

Metionina hidroxi-analoga.

*DSM Nutritional Products, Composicéo por kg de produto: Vit. A — 9000000 Ul; Vit. D3 - 2500000 Ul;
Vit. E - 20000 UI; Vit. K3 — 2500 mg; Vit. B1 — 2000 mg; Vit. B2 — 6000 mg; Vit. B6-3000 mg; Vit. B12
—15000ug; Acido Nicotinico - 35 g; Acido Pantoténico — 12 g; Biotina—100 mg; Acido F6lico—1500 mg;

Selénio — 250 mg.

*DSM Nutritional Products, Composicéo por kg de produto: Manganés - 160000 mg; Ferro - 100000
mg; Zinco - 100000 mg; Cobre - 20000 mg; Cobalto - 2000 mg; lodo - 2000 mg

®Salinomicina 12%.
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Os cortes histologicos foram analisados por imagens digitalizadas obtidas em
aumentos de 100 vezes com o auxilio de um microscépio (BEL® B3 T) acoplado &
camera (BEL® Photonics 1S500). As medidas foram realizadas pelo programa Image-
Pro Plus (verséo 4.5.0.29). Foram tomadas de cada amostra 20 medidas de altura
de vilo (AV) e profundidade de cripta e calculada a relagcdo altura de
vilo/profundidade de cripta. Adicionalmente também foram mensuradas a largura dos
vilos (LV) e criptas (LC) para o calculo da quantidade de vezes que a superficie da
amostra intestinal € aumentada devido as vilosidades em relacdo a uma superficie
lisa (&rea de absor¢ao), utilizando a seguinte formula (form. 2.1) (KISIELINSKI et al.,
2002).

(LV+LO)2\ Lv?
<(LVXAV)+( a )T>

Area de absorcio= (2.1)

(LV+LC)2
2

Adicionalmente foram feitas capturas de imagens utilizando o aumento de 400
vezes para realizar a contagem de células caliciformes em 20 vilos. Para isto, uma
reta de 100 um foi tracada no terco médio do vilo, realizando a contagem das células
caliciformes presentes em ambos os lados da reta (Figura 1). Posteriormente, o
namero de células encontradas foi dividido por dois para obtermos o nimero de

células caliciformes em 100 pm.

Pt
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Figura 1 - Localizacdo do terco médio do vilo em aumento de 100 vezes (A) e
posterior contagem de células caliciformes (seta vermelha) em aumento

de 400 vezes (B) no jejuno de frangos de corte aos 10 dias de idade
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2.2.5 Avaliagdo da microbiota intestinal
2.2.5.1 Coleta das amostras

Trés dias apos a mudanca das racfes (10 dias de idade), cinco aves de cada
unidade experimental do Bloco A (n=4) foram selecionas sem jejum prévio e
eutanasiadas por deslocamento cervical. O trato gastrintestinal foi exposto e o
intestino delgado e os cecos foram retirados, rapidamente armazenados em sacos
plasticos e conservados em freezer -20°C. Aos 21 dias de idade, o mesmo
procedimento de coleta foi realizando, entretanto, utilizando trés aves de cada
unidade experimental do Bloco A (n=4). Posteriormente, 0s intestinos foram
descongelados e o conteudo intestinal retirado ainda com as amostras geladas. Para
isto, o intestino delgado foi separado dos cecos e o conteudo de cada segmento
retirado por meio de compressao das paredes intestinais. O conteudo intestinal foi
acondicionado em sacos plasticos, sendo cada amostra formada por um “pool” do
conteudo intestinal de cinco aves aos 10 dias e trés aves aos 21 dias de idade. Cada
pool foi cuidadosamente homogeneizado e armazenado em freezer -20°C.
2.2.5.2 Filtragem do contetdo do intestino delgado e preparo das amostras

Com o objetivo de retirar a ragdo nao digerida e aumentar a concentracéo de
bactérias na amostra tornando-a mais representativa, as amostras do conteudo do
intestino delgado foram submetidas a filtragem para obtencdo do pélete bacteriano
(APAJALAHTI et al., 1998, adaptado). Utilizando o corpo de uma seringa estéril de
60 mL, foi construida coluna de filtragem composta de papel filtro qualitativo nimero
1 na porcao inferior (dobrado em forma de funil), algoddo estéril na porcéo
intermediaria e gazes abertas na porcao superior, a qual foi colocada em garrafa

autoclavada de 100 ml propria para centrifugacao refrigerada (Figura 2).

Funil de filtro qualitativo

Figura 2 - Estrutura da coluna de filtragem utilizada para filtrar o conteddo do

intestino delgado de frangos de corte
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Uma amostra de 15 g do contetdo do intestino delgado foi homogeneizada
por um minuto em 50 mL de solugéo tampéo (solucdo tampao de fosfato de sédio 50
mM, pH 8, e 0,1% de Tween 80). Este homogeneizado foi colocado na coluna de
filltragem previamente umedecida com agua deionizada autoclavada. A garrafa
juntamente com a coluna e amostra foram centrifugados a 4500 g por 20 minutos,
sob temperatura de 4 °C. Apos a centrifugacao, a coluna de filtragem foi descartada,
assim como o0 sobrenadante presente na garrafa. O pélete restante na garrafa foi
ressuspenso em 1 mL de solucdo salina estéril (solucdo NaCl 0,9%) e toda a
solugéo distribuida em tubos estéreis de 200 pL. Apds centrifugagdo a 7500 x g por
10 minutos, o sobrenadante foi totalmente retirado com o auxilio de uma pipeta. Os
tubos com as amostras foram pesados, tendo o peso do tubo descontado, e cada
pélete bacteriano foi totalmente ressuspenso em solucdo peptonada refrigerada (1%
peptone e 15% de glicerol em agua) em proporcao 1:10. As amostras foram entédo
armazenadas em freezer a -20 °C para posterior extracdo de DNA.

Devido a menor quantidade de racdo nédo digerida e a alta concentracéo de
bactérias presente nos cecos, a filtragem destas amostras ndo foi necesséria.
Entretanto, antes da extracdo de DNA, uma amostra de 3 g do contetdo dos cecos
foi homogeneizada em solucdo peptonada refrigerada, também em uma proporcao
de 1:10, e posteriormente armazenadas em freezer a -20 °C.

2.2.5.3 Extracdo do DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano das amostras do contetido do intestino delgado
e dos cecos foi realizada utilizando metodologia baseada em Lu et al. (2003).
Primeiramente, as amostras foram devidamente descongeladas e homogeneizadas
com o auxilio de vortex. Um total de 500 uL da amostra foi transferido para novo
tubo estéril e centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos, descartando-se o
sobrenadante. Adicionou-se 250 pL da solugéo do tubo “bead” (UltraClean Soil DNA
Isolation Kit, MoBio) ao pélete bacteriano, dissolvendo-o totalmente com auxilio de
uma pipeta. Posteriormente, a solugao foi totalmente transferida para o tubo “bead”,
adicionando-se 60 pL da solugcédo S1 e 200 puL da solucéo IRS (UltraClean Soil DNA
Isolation Kit, MoBio). Para a lise mecéanica das células bacterianas, a mistura foi
agitada em vértex por 40 minutos e posteriormente centrifugada a 10.000 rpm por 30
segundos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo, sendo adicionados 25 L

da solucédo SDS (10%) e 2,5 uL de proteinase K, para lise enzimatica. A solucao foi
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encubada a 37 °C por 30 minutos e posteriormente centrifugada a 10.000 x g por 60
segundos. O sobrenadante foi novamente transferido para novo tubo, adicionando-
se 500 pL de fenol-cloroformio-isoamil alcool (25:24:1), agitando-se com o auxilio de
vortex e centrifugando-o a 10.000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo e repetiu-se o passo anterior por mais duas vezes,
utilizando cloroférmio-isoamil &lcool (24:1) na segunda vez. Em um novo tubo, 8 pL
de RNAse (RNAse-DNA free, Roche®) foram adicionados ao sobrenadante, sendo a
solucdo novamente incubada a 37 °C por 15 minutos, para a lise de RNA.

Ao final da incubacéo, o DNA foi concentrado com 250 pL de isopropanol e
centrifugado a 13.500 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado. O
pélete de DNA formado no fundo do tubo foi entdo lavado por duas vezes com 500
puL de alcool etilico 70% e 100%, respectivamente, seguido de centrifugacdo a
13.000 rpm por cinco minutos e descarte do sobrenadante. Ao final do processo, o
DNA oriundo de amostras do conteddo do intestino delgado e cecos foram
ressuspensos em 20 pL e 50 pL agua molecular (Nuclease free water),
respectivamente. As amostras de DNA foram armazenadas “overnight” a 4 °C e

posteriormente armazenado a -20 °C até a realizacdo do sequenciamento genético.

2.2.5.4 Amplificagéo e sequenciamento do gene 16S rRNA

Antes de iniciar a amplificacdo, as amostras de DNA foram quantificadas
utilizando o equipamento NanoDrop®. As regides V3 e V4 do gene 16S rDNA foram
amplificadas via PCR utilizando-se para a reacdo 10X PCR Buffer, cloreto de
magneésio (MgCI2 - 50mM), dNTP’s (10mM), Taq Polimerase (5U/uL) e os primers
bacterianos Forward (5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTAC
GGGNGGCWGCAG) e Reverse (5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAGGACTACHVGGGTATCTAATCC). A reacao de PCR foi iniciada com
desnaturacao inicial a 95 °C por trés minutos, seguidos de 25 ciclos de desnaturacao
a 95 °C, anelamento a 57 °C e extensao a 72 °C, tendo cada etapa duracao de 30
segundos. A extenséo final foi conduzida a 72 °C por cinco minutos. O produto da
reacao foi entdo purificado com Agencourt AMpureXP (Beckman Coulter) de acordo
com instrugdes do lllumina.

Para a reacéo da segunda PCR foram utilizados 5 pL do produto da primeira
PCR, 5 pyL de cada adaptador (dois adaptadores para cada amostra), 25 pL do Kit

KAPA Biosystem e 10 pL de agua. As condicOes utilizadas para esta reacdo de PCR
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foram: 95 °C por 3 minutos, seguido de 12 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C
por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, e extenséo final de 72 °C por cinco
minutos.

As bibliotecas foram normalizadas para uma mesma concentracao, sendo 10
ng para amostras do intestino delgado e 6 ng para amostras dos cecos. Apds esse
procedimento, utilizaram-se 4 pL de cada biblioteca normalizada para se fazer um
“pool”, o qual foi quantificado em tempo real para determinacéo da real concentracéo
da biblioteca. O sequenciamento foi realizado utilizando o MiSeq Reagent Kit V2
(500 ciclos) por meio do equipamento MiSeq Illumina. O produto foi analisado pelo
software MiSeq Reporter, na opcado Metagenomics do proprio lllumina, para se obter

0 sequenciamento das amostras.

2.2.5.5 Bioinformética

A classificagdo taxondmica foi realizada com o auxilio do aplicativo 16S
Metagenomics (lllumina), utilizando o classificador algoritmo naive Bayesian e a
base de dados GreenGenes (2013). Adicionalmente, também foram realizadas
analises de coordenadas principais (PCoA) e dendrograma de agrupamento
hierarquico. A diversidade da microbiota foi avaliada por meio do indice de Shannon.

2.2.6 Ensaio de metabolizabilidade

Aos 7 dias de idade, exatamente junto a mudanca da racdo, foi iniciada a
coleta total de excretas por um periodo de cinco dias, utilizando-se 6xido de ferro 1%
na racao para determinar o inicio e término das coletas (SAKOMURA; ROSTAGNO,
2007). As coletas foram realizadas sempre ao inicio da manha e ao final da tarde,
tendo o cuidado de retirar penas e ragdo que eventualmente tenham caido nas
excretas. As mesmas foram armazenadas em sacos plasticos devidamente
identificados em freezer a -20 °C. Ao final dos cinco dias de coleta, foram anotados
os valores de racdo consumida e excretas produzidas. As amostras de excretas
foram homogeneizadas e pré-secas em estufa de circulagédo forcada de ar a 60 °C
por 72 horas. ApOs este processo, as amostras de excreta e ragdo foram enviadas
para laboratorio para analise de matéria seca final, energia bruta e nitrogénio. A
partir dos resultados, foram calculados os valores de energia metabolizavel aparente
(EMA), energia metabolizavel aparente corrigida para nitrogénio (EMAnN) e
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coeficientes de metabolizabilidade aparente da matéria seca (CMMS). O mesmo
procedimento foi repetido com as aves no periodo de 17 e 21 dias de idade.
2.2.7 Analise estatistica

Os dados referentes ao desempenho das aves, epitélio jejunal e ensaio de
metabolismo foram submetidos a andlise de variancia (5%) e comparacao de médias
por meio de teste de Tukey. O Proc Mixed foi utilizado, sendo bloco considerado um
efeito aleatorio. Entretanto, para analise do desempenho no periodo de sete a 10
dias, o peso aos sete dias foi utilizado como covariavel. Além disso, os dados de
ensaio de metabolismo foram analisados em esquema fatorial 5 x 2 (cinco dietas e
duas idades).

Os dados referentes a microbiota intestinal também foram analisados em
esquema fatorial 5 x 2, porém, estes dados ndo possuem o efeito bloco, sendo,
portanto, analisados por meio do Proc GIm. Complementarmente, foi realizado teste
para os seguintes contrastes:

- Troca do gréao (1): M100% e S100% vs. PS-M e PM-S;

- Tipo de grao na racéo pré-inicial (2): M100% e PM-S vs. S100% e PS-M;

- Tipo de gréo utilizado ap6s a racao pré-inicial (3): M100% e PS-M vs.

S100% e PM-S.

Todos o0s dados foram inicialmente submetidos a verificagdo da
homogeneidade de variancias e normalidade dos residuos para a correta aplicacao
de testes estatisticos paramétricos. Parte dos dados referentes a microbiota
intestinal foram transformados para atender estes pressupostos. O software
estatistico SAS 9.4 foi utilizado para realizacdo das analises (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 As diferentes estratégias de substituicdo do milho pelo sorgo né&o
influenciaram o desempenho e a mucosa intestinal dos frangos de corte
nem a metabolizabilidade das racdes
Durante os sete primeiros dias de vida, os pintainhos foram alimentados com

racdo a base de milho (r=16), sorgo (r=16) ou 50% milho e 50% sorgo (r=8).

Entretanto, as ra¢des nao influenciaram o consumo de racdo, peso vivo, ganho de

peso e a conversdo alimentar, os quais tiveram médias de 135 g, 165 g, 120 g e
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1,135, respectivamente (Tabela 3). Esta informagao possui grande importancia, visto
gue existe uma alta correlacdo entre o peso vivo dos pintainhos aos sete dias de
idade e 0 peso vivo ao abate (NITSAN, 1995). Deste modo, 0 sorgo pode substituir
total ou parcialmente o milho em racdes pré-iniciais sem alterar o desempenho dos
pintainhos neste periodo (TORRES et al., 2013).

Tabela 3 - Desempenho de pintainhos de um a 7 dias de idade alimentados com

racao a base de milho, sorgo ou 50% milho e 50% sorgo (Milho:Sorgo)

Milho Sorgo Milho:Sorgo CV (%) Pvalor

Consumo de racao (g) 138 135 135 15,80 0,3220
Peso vivo (g) 167 164 165 10,56 0,3996
Ganho de peso (g) 122 118 120 14,00 0,2577
Conversao alimentar 1,146 1,137 1,122 3,42 0,3156

A partir do oitavo dia de idade, as ragOes foram oferecidas de acordo com as
dietas experimentais. O desempenho das aves no periodo de trés dias apds o inicio
das dietas experimentais foi avaliado, no entanto, nenhuma alteracdo no
desempenho foi encontrada (Tabela 4). Portanto, a troca brusca entre rac6es a base

de milho e sorgo, ndo influenciou o desempenho destas aves logo apés a mudanca.

Tabela 4 - Desempenho de pintainhos de oito a 10 dias de idade alimentados com

as dietas experimentais (r=8)

M100% S100% M:S50% PS-M  PM-S CV (%) Pvalor

Consumo de racao (g) 131 131 135 128 133 7,62 0,3361
Ganho de peso (g) 102 99 103 97 100 12,53 0,4740
Conversao alimentar 1,290 1,308 1,313 1,337 1,346 6,12 0,4164

ApOs o inicio das dietas experimentais, 0 desempenho dos frangos de corte
foi avaliado semanalmente e néo foi influenciado pelas diferentes formas do uso de
sorgo (Tabela 5). Aos 40 dias de idade, as médias do consumo de ra¢éo, peso Vivo,
ganho de peso e conversdo alimentar foram respectivamente de 4.777 g, 3.135 g,
3.090 g e 1,563. As dietas também néo influenciaram a viabilidade dos frangos de
corte (P=0,1210), tendo do um valor médio de 96,50% (valores ndo apresentados).
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Tabela 5 - Consumo de racdo (CR), peso vivo (PV), ganho de peso (GP) e
conversdo alimentar (CA) semanais de frangos de corte alimentados

com as dietas experimentais (r=8)

1 a 14 dias de idade

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S CV (%) Pvalor

CR (9) 542 575 554 543 552 10,78 0,4384
PV (g) 478 466 478 462 479 8,71 0,1724
GP (g) 432 421 432 417 437 9,44 0,1351
CA 1,286 1,311 1,283 1,305 1,283 2,45 0,2758

1 a 21 dias de idade

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S CV (%) Pvalor

CR (9) 1271 1256 1279 1262 1268 6,98 0,7527
PV (9) 1026 1016 1024 1010 1028 6,27 0,6881
GP (9) 980 970 979 964 986 6,47 0,6100
CA 1,316 1,300 1,312 1,312 1,295 1,76 0,2920

1 a 28 dias de idade

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S CV (%) Pvalor

CR (9) 2339 2318 2328 2313 2332 5,46 0,8554
PV (9) 1763 1745 1757 1740 1759 4,20 0,7554
GP (9) 1717 1699 1712 1695 1716 4,24 0,7219
CA 1,377 1,374 1,369 1,369 1,382 2,20 0,8636

1 a 35 dias de idade

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S CV (%) Pvalor

CR (g) 3670 3655 3668 3647 3665 4,27 0,9679
PV (g) 2561 2554 2571 2538 2567 3,04 0,7065
GP (g) 2514 2508 2525 2493 2525 3,05 0,6590
CA 1,470 1,466 1,461 1,465 1,472 1,76 0,8560

1 a 40 dias de idade

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S CV (%) Pvalor

CR (9) 4796 4745 4775 4773 4794 3,87 0,8681
PV (g) 3129 3118 3147 3119 3164 2,64 0,4769
GP (g) 3082 3072 3100 3073 3122 2,65 0,3966
CA 1,564 1,565 1,568 1,559 1,559 1,99 0,9844

Os resultados mostram que a substituicdo total ou parcial de milho por sorgo
ndo altera o desempenho das aves, assim como a mudanca do tipo de grao apoés a
fase pré-inicial. Porém, é necessario salientar que devido as diferencas nutricionais
destes graos, o correto ajuste dos nutrientes das racOes deve ser realizado, com o
objetivo de se obterem ragfes isoenergéticas e isoprotéicas, assim como 0s niveis
dos principais aminoacidos (metionina + cistina, lisina e treonina digestiveis). Neste
estudo, os nutrientes foram ajustados e a porcentagem de inclusédo dos graos nao foi
fixada. Outras pesquisas estudaram a substituicdo de milho por sorgo com a mesma
porcentagem de inclusédo, também realizando o ajuste nutricional, ndo observando
alteracdes no desempenho destas aves aos 42 dias (GARCIA et al., 2005; TORRES
et al., 2013). Por outro lado, alguns trabalhos mostram melhorias no desempenho
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aos 42 dias quando o milho foi substituido em 50% por sorgo (TORRES et al., 2013)
ou em sua substituicdo total utilizando ra¢cdes com os gréos incluidos em diferentes
porcentagens (SILVA et al., 2015). Porém, outras pesquisas mostraram uma piora
na conversdo alimentar de frangos alimentados com sorgo (LUNEDO et al., 2014).
Outro recente estudo testou a substituicdo total do milho por sorgo sem os devidos
ajustes nutricionais e ndo encontraram diferencas no desempenho (TANDIANG et
al., 2014). Porém, a substituicdo sem o correto ajuste nutricional deve ser evitada.
Deste modo, fica confirmado que o sorgo pode substituir o milho de maneira parcial
ou total, assim como sua troca pode ser apés a fase pré-inicial, sem prejudicar o
desempenho dos frangos de corte aos 40 dias de idade.

Entretanto, a substituicdo total do milho pelo sorgo provocou uma menor
pigmentacdo das canelas e dos bicos dos frangos de corte (Figura 3), como ja
observado em outros estudos (BORNSTEIN; BARTOV, 1967; MATEO;
CARANDANG, 2006). Isto ocorre devido a baixa quantidade do pigmento xantofila
presente no sorgo (apenas 10% do total presente no milho), pigmento este

responsavel pela coloracdo amarelada das carcacas de frangos (BLESSIN, 1962).
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Figura 3 - Pigmentacéo das canelas (A) e bicos (B) de frangos de corte alimentados
com M100% e S100%

As dietas experimentais utilizando milho ou sorgo e suas combina¢gdes nao
alteraram os vilos (altura, largura e numero de células caliciformes), profundidade de
criptas, relagdo vilo:cripta e area de absorcéo do jejuno de frangos de corte aos 10
dias de idade (Tabela 6). Os dados comprovam que a substituicdo do milho por
sorgo néo provocou alteracdo morfolégicas no epitélio jejunal, assim como em outros
estudos (SHAKOURI et al., 2009). Entretanto, um estudo mostrou maior indice
mitético nas criptas de frangos alimentados com sorgo, sem alteracdo na altura de
vilos e profundidade de criptas, apresentando perda epitelial (TORRES et al., 2013).

Da mesma maneira, a mudanca brusca do tipo de grdo na dieta ndo provocou
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alteracdes morfolégicas no epitélio jejunal, visto que estas mensuracdes foram

realizadas trés dias apos a mudanca das racoes.

Tabela 6 - Altura (A), largura (L) e numero de células caliciformes (CC) dos vilos,
profundidade (P) da cripta, relacdo vilo:cripta e area de absorcdo do
jejuno de frangos de corte alimentados com milho e/ou sorgo aos 10 dias

idade (r=8)
Vilos Cripta Vilo:Cripta Area de

A{@m) L (um) CC (100 pym) P (um) absorcao
M100% 742 169 12,9 177 4,29 14,4
S100% 801 165 12,8 202 4,24 16,3
M:S50% 684 170 12,8 222 3,45 13,4
PS-M 690 146 12,1 192 3,81 15,2
PM-S 765 152 12,2 194 4,19 16,1
CV (%) 13,45 15,92 19,80 24,35 31,94 17,30
Pvalor 0,0694 0,3371 0,9830 0,3471 0,5206 0,1313

N&o houve interacdo entre dieta e idade dos frangos de corte sobre os valores
de EMA, EMANn e CMMS das ragbes (Tabela 7). A substituicdo do milho pelo sorgo
de acordo com as dietas experimentais ndo influenciou as variaveis estudadas nos
experimentos de metabolismo. Entretanto, maiores valores de EMA, EMAn e CMMS
das racdes foram observadas em frangos de corte entre 17 a 21 dias de idade.

Os valores de energia metabolizavel e CMMS das ra¢fes também nédo foram
influenciados pelo uso de milho ou sorgo em outros estudos (SHAKOURI et al.,
2009). A semelhanca destes valores energéticos entre as dietas com mudancas de
graos, assim como o valor de CMMS, mostram que a alterac&do brusca da mudanca
de grdo ndo gerou prejuizos na metabolizabilidade das racdes. Porém, estudo
mostrou um aumento no peso vivo e ganho de peso de frangos alimentados com
mudancgas periddicas dos ingredientes alimentares da ragdo, sem, no entanto,
avaliarem a metabolizabilidade das ra¢cdes (MILTENBURG et al., 1993). Porém, este

efeito nao foi observado neste estudo.
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Tabela 7 - Energia metabolizavel aparente (EMA), energia metabolizavel aparente
corrigida para nitrogénio (EMAN) e coeficiente de metabolizabilidade
aparente da matéria seca (CMMS), na base seca, das dietas
experimentais para frangos de corte nos periodos de oito a 12 dias e 17
a 21 dias de idade (r=10)

EMA (kcal/kg) EMAnN (kcallkg) CMMS (%)

Dieta M100% 3531 3317 72,89
S100% 3518 3309 72,18
M:S50% 3487 3275 72,19
PS-M 3554 3331 73,83
PM-S 3546 3335 72,38
Idade (dias) 8al2 3387b 3190b 69,88b
17a21 3666a 3437a 73,27a
CV (%) 5,00 4,82 4,97
Pvalor Dieta 0,4503 0,5206 0,2097
Idade <0,0001 <0,0001 <0,0001
Dieta*ldade  0,2283 0,2212 0,6985

Médias com diferentes letras ha mesma coluna diferem significantemente (P<0,05)

2.3.2 A substituicdo de milho por sorgo em suas diferentes estratégias € capaz
de alterar a microbiota intestinal de frangos de corte

No intestino delgado, dentre os 25 filos encontrados, os mais frequentes
foram Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes e Cyanobacteria,
representando mais de 99,6% das bactérias presentes neste segmento intestinal
(Tabela 8). Nao foram observadas interacdes entre dieta e idade nem influéncia das
diferentes dietas testadas sobre a porcentagem destes filos. Entretanto, foi
observada diminuicao da porcentagem do filo Cyanobacteria com a idade.

Entre as 53 classes de bactérias encontradas, as cinco maiores foram Bacilli,
Clostridia,  Actinobacteria, Gammaproteobacteria e  Alphaproteobacteria,
representando 99,1% do total, ndo sendo observadas interacdes entre dieta e idade
para estas classes (Tabela 9). Frangos de corte alimentados com a dieta PM-S
apresentaram maior porcentagem de Bacilli do que aqueles alimentados com
M100%, sendo que a utilizacdo das demais dietas resultaram em niveis
intermediarios desta classe de bactéria. Os contrastes testados para a classe Bacilli,
em que foram comparadas diferentes cominagdes de dietas, ndo apontaram efeito

significativo.



Tabela 8 - Porcentagem dos principais filos de bactérias do intestino delgado de frangos de corte alimentados com diferentes
dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Filo Dieta Idade (dias) Pvalor

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade DxI
Firmicutes 91,558 92,890 90,695 90,399 91,621 91,553 91,312 0,9152 0,8955 0,7059
Actinobacteria 7,550 6,406 8,321 8,787 7,643 7,645 7,838 0,6937 0,6776 0,7959
Proteobacteria 0,431 0,366 0,591 0,288 0,377 0,400 0,422 0,1434 0,5428 0,4841
Bacteroidetes 0,037 0,063 0,062 0,084 0,042 0,060 0,055 0,5186 0,9930 0,8353
Cyanobacteria 0,019 0,014 0,018 0,012 0,020 0,022a 0,011b 0,0872 <0,0001 0,0668

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 9 - Porcentagem das principais classes de bactérias presentes no intestino delgado de frangos de corte alimentados com

diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Classe Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste?!
M100%  S100% M:S50%  PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2 3
Bacilli 60,469b 68,816ab 67,038ab 65,566ab 79,253a 57,865b  78,592a 0,0400 <0,0001 0,2940 0,1932 0,6713 0,0658
Clostridia 30,909 23,913 23,407 24,669 12,227 33,50la 12,549b 0,0681 <0,0001 0,5696 " " .
Actinobacteria 7,453 6,378 7,845 8,691 7,550 7,560 7,607 0,7547  0,7468 0,7878 " " .
Gammaproteobacteria 0,173 0,116 0,293 0,101 0,158 0,173 0,163 0,0459* 0,7713 0,7475 0,6416 0,0708 0,5675
Alphaproteobacteria 0,104 0,094 0,139 0,083 0,065 0,101 0,093 0,1829  0,6631 0,3791 . . .

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
*Teste de Tukey ndo detectou diferencas entre as médias
1Contrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S).
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As ordens Lactobacillales, Clostridiales, Bacillales, Actinomycetales,
Turicibacterales, Enterobacteriales, Burkholderiales, Rhizobiales, Pseudomonadales
e Rubrobacterales representam 95,4% das ordens de bactérias, entre as 106
encontradas (Tabela 10). Houve interacdo entre dieta e idade para a ordem
Turicibacterales, sendo que somente em aves alimentadas com as dietas M100% e
S100% houve um aumento na porcentagem desta ordem com a idade (Tabela 11).
Aos 10 dias de idade as dietas ndo influenciaram a porcentagem de Turicibacterales,
mas aos 21 dias de idade aves alimentadas com S100% apresentaram maior nivel
desta ordem que aquelas alimentadas com as demais dietas. Devido a grande
porcentagem de Turicibacterales encontrada na dieta S100%, os trés diferentes
contrastes foram significativos, sempre sendo maior naguele em que esta dieta esta
presente. As diferentes dietas ndo influenciaram as demais ordens, porém foi
observada reducdo da porcentagem de Clostridiales e aumento de Bacillales com a
idade.

As familias Lactobacillaceae, Clostridiaceae, Enterococcaceae,
Staphylococcaceae, Corynebacteriaceae, Lachnospiraceae, Leuconostocaceae,
Peptostreptococcaceae, Aerococcaceae e Dermabacteraceae representaram 85,8%
das bactérias presentes no intestino delgado dos frangos de corte e estdo entre as
238 familias encontradas (Tabelal2). Interacdo entre dieta e idade foi observada
para a familia Peptostreptococcaceae, onde apenas frangos alimentados com
S100% apresentaram um aumento da porcentagem desta familia com a idade
(Tabela 13). As dietas nédo influenciaram esta familia aos 10 dias de idade, mas aos
21 dias de idade aves alimentadas com S100% apresentaram cerca de 13 vezes
mais Peptostreptococcaceae do que aves alimentadas com as demais dietas, o que
provavelmente influenciou a significancia dos trés contrastes avaliados. A
porcentagem da familia Clostridiaceae foi influenciada pela dieta, sendo maior em
aves alimentadas com M100% do que nas aves alimentadas com PM-S, néo
havendo diferenga entre as demais dietas. Aves alimentadas com M100% e M:S50%
apresentaram maior porcentagem de Leuconostocaceae do que aves alimentadas
com S100%, ndo apresentando diferencas para as demais dietas. Os contrastes
avaliados nédo foram significativos para ambas as familias de bactérias. O aumento
da idade levou a uma diminuicdo na porcentagem das familias Clostridiaceae,
Enterococcaceae, Staphylococcaceae e Lachnospiraceae e a um aumento nas

porcentagens de Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e Aerococcaceae.



Tabela 10 - Porcentagem das principais ordens de bactérias presentes no intestino delgado de frangos de corte alimentados com
diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Ordem Dieta Idade (dia) Pvalor
M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade DxI

Lactobacillales 44,707 62,646 54,694 55,315 64,706 53,103 59,724 0,1247 0,1955  0,4456
Clostridiales 30,810 23,832 23,299 24,602 12,192 33,418a 12,476b 0,0685 <0,0001 0,5666
Bacillales 6,546 5,400 12,107 7,314 8,722 4,591b 11,444a 0,2847 0,0004 0,4703
Actinomycetales 7,437 6,369 7,817 8,673 7,548 7,536 7,601 0,7577 0,7332  0,7857
Turicibacterales 0,033 0,865 0,066 0,069 0,039 0,047 0,381 0,0250 0,0117  0,0346
Enterobacteriales 0,083 0,054 0,132 0,059 0,091 0,074 0,094 0,2584 0,4578  0,3969
Burkholderiales 0,095 0,053 0,098 0,054 0,080 0,071 0,080 0,6568 0,4167  0,6917
Rhizobiales 0,060 0,044 0,060 0,052 0,024 0,048 0,047 0,0856 0,9043  0,2904
Pseudomonadales 0,047 0,026 0,058 0,017 0,021 0,034 0,034 0,1147 0,9813  0,5559
Rubrobacterales 0,046 0,025 0,029 0,015 0,046 0,024 0,040 0,4007 0,1943  0,9006

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 11 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para a porcentagem da ordem Turicibacterales presente no intestino

delgado de frangos de corte alimentados com diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade Dieta Pvalor Contraste?

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 1 2 3
10 dias 0,018B 0,045B 0,084 0,050 0,038 0,7483 . .. .
21 dias 0,047bA 1,685aA 0,048b 0,088ab 0,039b 0,0033 0,0137 0,0048 0,0178
Pvalor 0,04132 0,0002 0,9822 0,6126 0,6493

Médias seguidas de letras mindsculas (mailsculas) diferentes na linha (coluna) se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
1Contrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S).
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Tabela 12 - Porcentagem das principais familias de bactérias presentes no intestino delgado de frangos de corte alimentados com

diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Género Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste?
M100%  S100% M:S50%  PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade DxI 1 2 3

Lactobacillaceae 29,579 45,312 33,761 38,293 43,717 29,223b 48,042a 0,3842 0,0022 0,5522 . . .

Clostridiaceae 25,094a 16,888ab 15,218ab 21,558ab 9,479b 27,593a 7,702b 0,0264 <0,0001 0,4680 0,3074 0,5209 0,0801

Enterococcaceae 10,594 11,363 9,036 12,776 11,653 16,796a 5,374b 0,8422 <0,0001 0,1399 . . .

Staphylococcaceae 8,757 4,844 10,797 8,696 7,488 3,5636a 12,696b 0,5164 <0,0001 0,5473

Corynebacteriaceae 2,762 2,814 4,468 5,104 3,485 3,506 3,947 0,2998 0,5401 0,5533

Lachnospiraceae 2,775 1,619 1,380 1,332 1,502 2,272a 1,171b 0,4976 0,0041 0,5994 . . .

Leuconostocaceae 1,730a 0,606b 2,509a 0,904ab 1,882ab 0,396b 2,656a 0,0060 <0,0001 0,5931 0,8550 0,1549 0,2651

Peptostreptococcaceae 0,751 4,510 0,236 0,847 0,507 0,473 2,267 0,0036 0,0033 0,0044 .. .. .

Aerococcaceae 1,269 0.838 1.051 1,301 0,945 0,864b 1,298a 0,7497 0,0471 0,4350

Dermabacteraceae 0,859 0,558 0,776 1,167 1,273 0,800 1,053 0,3531 0,4187 0,5487

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

!Contrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S).

Tabela 13 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para a porcentagem da familia Peptostreptococcaceae presente no

intestino delgado de frangos de corte alimentados com diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade Dietas Pvalor Contraste?
M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 1 3
10 dias 0,894 0,347B 0,220 0,416 0,492 0,6031 . .. -
21 dias 0,609b 8,673aA 0,253b 1,278b 0,523b 0,0002 0,0090 0,0022 0,0286
Pvalor 0,7091 <0,0001 0,9846 0,1460 0,9468

Médias seguidas de letras minasculas (mailsculas) diferentes na linha (coluna) se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).

1Contrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S).

8.
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Foram encontrados 653 diferentes géneros de bactérias e os 20 principais
géneros corresponderam a 86,3% do total de bactérias encontradas no intestino
delgado de frangos de corte (Tabela 14). Dentre eles, foi detectada interacdo entre
dieta e idade apenas o género Alkaliphilus. Este género né&o foi influenciado pela
dieta aos 10 dias de idade, entretanto, aos 21 dias aves alimentadas S100%
apresentaram maior porcentagem deste género que aquelas alimentadas com
M100% e M:S50% (Tabela 15). Apenas em aves alimentadas com S100%, o género
Alkaliphilus aumentou com a idade. Maior porcentagem de Clostridium foi observada
em aves alimentadas com M100% e PS-M em comparagdo aquelas alimentadas
com PM-S, ndo apresentando diferencas entre as demais dietas. O género Weissella
também foi influenciado pela dieta, sendo que a utilizacdo de dietas M100% e
M:S50% resultou em maior porcentagem deste género em comparacédo a utilizacédo
de S100%. Aves alimentadas com S100% apresentaram menor porcentagem de
Bacillus que aquelas alimentadas com as demais dietas. O aumento da idade
resultou em um aumento nas porcentagens de Lactobacillus, Staphylococcus,
Weissella, Brevibacterium, Streptococcus e Turicibacter e uma diminuicdo nos
géneros Clostridium, Enterococcus, Blautia, Aerococcus e Ruminococcus. Nem a
dieta nem a idade alteraram a riqueza das bactérias, avaliada pelo Indice de
Shannon.

Estes resultados comprovam a influéncia da dieta e da idade das aves sobre
a microbiota intestinal, assim como observado em outros estudos (TOROK et al.,
2011; TOROK et al.,, 2007). Neste estudo, a classificacdo até espécie nédo foi
avaliada, visto que mais da metade dos géneros néo sao classificados até espécie
por meio do sequenciamento genético do gene 16S rRNA. Entretanto, sabe-se que
dentro de um mesmo género podem existir espécies patogénicas ou nao, sendo
necessaria maior cuidado na discusséo dos resultados.

O género Clostridium é um grupo bastante heterogéneo composto por
bactérias gram-positivas anaerdbicas, formadoras de esporos, possuindo espécies
de importancia para saude e fisiologia animal e humana, degradagédo de celulose,
producdo de solventes e biorremediacdo (PAREDES et al., 2005). Pertencente ao
filo Firmicutes, classe Clostridia e ordem Clostridiales, o género Clostridium pode ser
oriundo de duas diferentes familias, Clostridiaceae e Peptostreptococcaceae
(LUDWIG et al., 2009). Isso ocorre devido a melhor compreensdo da proximidade

evolucionaria das espécies bacterianas com o avanc¢o da tecnologia, sendo sugerida
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a criacdo de novos géneros na tentativa de solucionar estes problemas taxondmicos
(YUTIN; GALPERIN, 2013). Neste estudo, um dos principais efeitos encontrados foi
a diminuicdo do género Clostridium em aves com mudanga brusca de milho para
sorgo apos a fase pré-inicial. A espécie Clostridium perfringens é o patdégeno mais
importante deste género para aves por ser responsavel pela enterite necrotica,
resultando em prejuizos econdémicos a avicultura industrial (TIMBERMONT et al.,
2011). Estudos sobre a substituicdo do milho por sorgo apresentam resultados
desde a néo influéncia do sorgo sobre estas bactérias (SHAKOURI et al., 2009) até
mesmo a sua diminuicdo com a substituicdo total pelo sorgo (TORRES, 2010),
resultado este coerente ao encontrado em nossa pesquisa. Esta reducdo do C.
perfringens em aves alimentadas com sorgo € provavelmente devido aos taninos
hidrolisaveis presentes no sorgo, compostos estes que quando extraidos de
castanhas possuem efeito antimicrobiano sobre esta espécie (ELIZONDO et al.,
2010; TOSI et al., 2013), podendo 0 mesmo acontecer com 0s taninos hidrolisaveis
do sorgo.

Outro género influenciado pela dieta foi o Weissella, representado por
bactérias gram-positivas conhecidas como bactérias &cido laticas, produzindo CO, a
partir do metabolismo de carboidratos, existindo cepas com potencial probiético e
outras sendo patogénicas oportunistas (FUSCO et al., 2015). Em sua taxonomia, 0
género Weissella € pertencente ao filo Firmicutes, classe Bacill, ordem
Lactobacillales e familia Leuconostocaceae. Nesta pesquisa, apenas a substituicdo
completa de milho por sorgo levou a uma reducdo do género Weissella e da familia
Leuconostocaceae, ndo sendo este efeito observado nas classificacdes taxondmicas
anteriores. Menor abundancia de Weissella confusa nos cecos pode estar associado
a condi¢bes de desequilibrio da microbiota intestinal, como no caso de aves com
enterite necrotica (STANLEY et al., 2012), podendo a reducdo deste género com o
uso de sorgo ser negativa.

O género Alkaliphilus (filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem Clostridiales,
familia Clostridiaceae) foi maior apenas no intestino delgado de aves aos 21 dias de
idade quando alimentadas com S100%. Por outro lado, o género Bacillus (filo
Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales, familia Bacillaceae) foi menor em aves
alimentadas com dieta S100%. Estes resultados em conjunto confirmam que as
substituicdes do milho pelo sorgo, assim como a mudancga brusca do tipo de gréo na

racao, exercem influéncia sobre a microbiota intestinal.



81

Tabela 14 - Porcentagem dos principais géneros de bactérias encontrados no intestino delgado de frangos de corte alimentado
com diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Género Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste?
M100%  S100% M:S50% PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2 3

Lactobacillus 29,050 44,866 33,108 37,772 42,999 27,629b  47,489a 0,4162 0,0048 0,5448 . . .

Clostridium 24,717a 17,304ab  14,421ab 21,479a 9,070b 27,164a 7,632b 0,0288 <0,0001 0,4620 0,2648 0,4180 0,0878

Enterococcus 10,410 11,173 8,819 12,563 11,444 16,543a 5,220b 0,8388 <0,0001 0,1420 . . .

Staphylococcus 7,724 4,143 9,679 7,309 5,935 2,617b 11,299a 0,5253 <0,0001 0,5098

Corynebacterium 2,762 2,814 4,468 5,104 3,485 3,506 3,947 0,2998 0,5401 0,5533 . . .

Weissella 1,700a 0,581b 2,469a 0,873ab  1,821ab 0,370b 2,608a 0,0048 <0,0001 0,6768 0,8816 0,1337 0,2631

Alkaliphilus 0,648 3,572 0,607 0,751 0,766 0,590 1,948 0,0422 0,0075 0,0061

Blautia 1,581 0,661 1,049 0,989 1,177 1,428a 0,754b 0,4049 0,0072 0,6533

Jeotgalicoccus 0,992 0,569 0,822 1,184 1,226 0,798 1,119 0,3682 0,3644 0,5202

Brachybacterium 0,859 0,558 0,776 1,167 1,273 0,800 1,052 0,3531 0,4187 0,5487

Brevibacterium 0,755 0,363 0,886 0,958 1,207 0,588b 1,079a 0,1812 0,0441 0,3821

Facklamia 0,554 0,523 0,578 0,874 0,599 0,650 0,601 0,6641 0,6931 0,5026

Faecalibacterium 0,756 0,472 0,592 0,529 0,393 0,581 0,515 0,9994 0,9929 0,2838

Aerococcus 0,671 0,300 0,446 0,377 0,322 0,186a 0,660b 0,7674 <0,0001 0,4387

Dietzia 0,266 0,258 0,407 0,291 0,294 0,337 0,269 0,3728 0,2480 0,7805

Ruminococcus 0,275 0,432 0,232 0,238 0,238 0,412a 0,154b 0,5535 0,0079 0,1629

Pediococcus 0,305 0,253 0,245 0,302 0,215 0,279 0,250 0,7956 0,5964 0,9045

Streptococcus 0,265 0,682 0,130 0,084 0,261 0,061b 0,508a 0,9610 0,0081 0,3491

Turicibacter 0,033 0,865 0,066 0,069 0,192 0,047b 0,443a 0,0614  0,0043 0,0578 " " .

Bacillus 0,288a 0,108b 0,256a 0,299a 0,289%a 0,253a 0,243 0,0126  0,9490 0,4453 0,0273 0,0324 0,0596

indice de Shannon 1,905 1,669 1,965 1,870 1,734 1,822 1,835 0,6137 0,9204 0,6013

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

1Contrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S).

Tabela 15 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para a porcentagem do género Alkaliphilus presente no intestino

delgado de frangos de corte alimentados com diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade Dieta Pvalor Contraste?

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 2 3
10 dias 0,782 0,491B 0,813 0,369 0,493 0,9077 .. .. ..
21 dias 0,514b 6,653aA 0,401b 1,134ab 1,039ab 0,0009 0,3267 0,2790 0,2313
Pvalor 0,9795 <0,0001 0,3826 0,1166 0,3350

Médias seguidas de letras minUsculas (mailsculas) diferentes na linha (coluna) se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
1Contrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S)
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Foi observado o agrupamento das amostras da microbiota do intestino
delgado em dois grandes “clusters” (Figura 4-A). O primeiro é formado
essencialmente por amostras de microbiota de frangos de corte aos 10 dias de idade
e possui como caracteristica geral uma alta porcentagem do género Clostridium.
Neste grupo, duas amostras apresentaram menor similaridade que as demais,
apresentando predominancia do género Enterococcus. O segundo cluster € formado
por amostras de microbiota do intestino delgado de frangos de corte aos 21 dias de
idade e tem como caracteristica a presenca de maior porcentagem do género
Lactobacillus. Porém, quatro amostras de diferentes tratamentos apresentaram
menor similaridade em relacdo as demais amostras deste grupo por apresentarem
um predominio de bactérias do género Staphylococcus. Duas amostras de
microbiota aos 10 dias de idade que possuem predominancia de Lactobacillus em
relacdo ao Clostridium também fazem parte deste grupo. De maneira geral, a
similaridade das amostras de mesmo tratamento n&do foi maior do que a similaridade
observada entre tratamentos.

Do mesmo modo, foi observada menor distancia entre as amostras de
microbiota do intestino delgado quando estas eram oriundas de aves da mesma
idade, tendo uma maior distancia da microbiota entre as duas idades (Figura 4-B).
As amostras de microbiota de aves aos 10 dias de idade apresentaram valores
negativos de PCoA 1 e valores em torno de zero de PCoA 2. Por outro lado, as
amostras de microbiota de aves aos 21 dias de idade apresentaram valores positivos
de PCoA 1 e valores em torno de zero ou negativos de PCoA 2. Entretanto, ndo
foram observadas diferencas entre as distancias em relacdo as diferentes dietas,
estando estas distribuidas aleatoriamente por entre as demais amostras de
microbiotas de aves da mesma idade.

Estes resultados indicam que as diferentes maneiras de utilizagdo de milho
e/ou sorgo nao tiveram influéncia na estrutura da microbiota. Por outro lado, a idade
teve grande influéncia, tendo a microbiota de aves da mesma idade maior

similaridade e menor distancia entre si.
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Dentre os 23 filos encontrados, Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria e Tenericutes foram os mais frequentes nos cecos dos frangos de
corte e juntos representaram 98% das bactérias encontrados (Tabela 16). N&o
houve interacdo entre dieta e idade e a dieta isoladamente ndo alterou a
porcentagem destes filos. Porém, observou-se um aumento da porcentagem de
Bacteroidetes e diminuicdo de Firmicutes com o aumento da idade.

Entre as 48 classes de bactérias identificadas nos cecos, as principais foram
Clostridia, Bacteroidia, Bacilli, Gammaproteobacteria e Erysipelotrichi, totalizando
95,1% das bactérias encontradas (Tabela 17). Nao foram observadas interacdes
entre dieta e idade nas classes. Entretanto, aves alimentadas com S100% e PM-S
foram as que apresentaram maior porcentagem da classe Bacilli, sendo a menor
porcentagem observada naquelas alimentadas com PS-M. Ao avaliarmos os
contrastes, foi observada uma diminuicdo de Bacilli em aves que tiveram dieta com
mudanca de grédos (PS-M e PM-S: 4,862%) em relacao aquelas que receberam dieta
sem mudanca de grdo (M100% e S100%: 6,516%). O tipo de grao utilizado na dieta
a partir da fase pré-inicial também influenciou a proporcao desta classe, sendo maior
guando o sorgo foi utilizado (S100% e PM-S: 7,255%) do quando o milho foi utilizado
(M100% e PS-M: 4,110%). As porcentagens de Clostridia, Bacilli e Erysipelotrichi
diminuiram nos cecos com a idade, enquanto a porcentagem de Bacteroidia
aumentou.

Um total de 95 ordens foram identificadas nos cecos de frangos de corte,
sendo que 95% das bactérias pertenciam as ordens Clostridiales, Bacteroidales,
Lactobacillales, Enterobacteriales, Erysipelotrichales, Bacillales, Sphingobacteriales,
Actinomycetales, Coriobacteriales e Natranaerobiales. Estas ordens néo
apresentaram interacdo entre dieta e idade (Tabela 18). Apenas a porcentagem da
ordem Lactobacillales foi influenciada pela dieta, sendo maior em aves alimentadas
com S100% e PM-S em relacdo aquelas alimentadas com PS-M, as demais dietas
apresentaram niveis intermediarios. Maior porcentagem de Lactobacillales foi
observado entre as aves que receberam dietas sem mudanc¢a de grao (M100% e
S100%: 5,997%) em relacdo as dietas com mudanca de grdao (PS-M e PM-S:
4,218%). A porcentagem desta ordem também foi influenciada pelo tipo de gréo
usado a partir da fase pré-inicial, sendo maior naquelas aves alimentadas com sorgo
(5100% e PM-S: 6,583%) do que naquelas alimentadas com milho (M100% e PS-M:
3,632%).
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Tabela 16 - Porcentagem dos principais filos de bactérias encontrados nos cecos de frangos de corte alimentado com diferentes

dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Filo Dietas Idade (dias) Pvalor

M100%  S100%  M:S50% PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade Dxl
Firmicutes 88,392 88,888 85,859 86,114 90,431 94,873a  81,001b 0,6120 <0,0001  0,7777
Bacteroidetes 6,832 7,306 8,757 11,120 5,018 0,239 15,374a 0,5072  <0,0001 0,8191
Proteobacteria 1,551 1,138 1,849 1,527 1,538 1,565 1,477 0,2553 0,8815 0,7840
Actinobacteria 0,280 0,326 0,335 0,308 0,270 0,271 0,337 0,9133 0,1816 0,9702
Tenericutes 0,386 0,285 0,291 0,249 0,244 0,275 0,307 0,5965 0,2111 0,8023

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 17 - Porcentagem das principais classes de bactérias encontrados nos cecos de frangos de corte alimentado com

diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Classe Dietas Idade (dias) Pvalor Contrastes?

M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2 3
Clostridia 82,208 78,829 80,698 78,478 82,420 87,156a 73,905b 0,7537 <0,0001 0,6911 .
Bacteroidia 5,782 6,414 8,241 10,392 3,952 0,075b  13,837a 0,1280 <0,0001 10,9721 . . .
Bacilli 4,726bc 8,307a 4,003bc  3,495c 6,203ab 5914a 4,779 <0,0001 0,0158 0,3746 0,0350 0,9872 <0,0001
Gammaproteobacteria 1,144 0,828 1,446 1,184 1,398 1.369 1,031 0,2504 0,0969 0,9221 . . .
Erysipelotrichi 1.156 1,169 0,892 0,950 1,269 1.307a  0,867b 0,2354 0,0013  0,4935

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
IContrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S).
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Tabela 18 - Porcentagem das principais ordens de bactérias encontrados nos cecos de frangos de corte alimentado com diferentes
dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Ordem Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste?
M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2 3

Clostridiales 81,465 78,089 80,042 77,923 82,343 86,778a 73,167b 0,6841 <0,0001 0,7198

Bacteroidales 5,782 6,414 8,241 10,392 3,950 0,074b  13,837a 0,0919 <0,0001 0,9755 . . .

Lactobacillales 4,175bc  7,820a 3,598bc 3.090c  5,347ab 5,393a  4,219b <0,0001 0,0079 0,2558 0,0269 0,7755 <0,0001

Enterobacteriales 0,955 0,674 1,247 1,024 1,074 1,149 0,841 0,4281 0,1388 0,7205 . . .

Erysipelotrichales 1,156 1,169 0,892 0,950 1,344 1,337a 0,867b 0,1548 0,0007 0,4292

Bacillales 0,360 0,272 0,310 0,311 0,341 0,269b  0,369a 0,7275 0,0284  0,6550

Sphingobacteriales 0,341 0,329 0,233 0,366 0,294 0,159b  0,466a 0,2618 <0,0001 0,6840

Actinomycetales 0,204 0,230 0,226 0,233 0,220 0,198 0,248 0,9929 0,3067 0,7572

Coriobacteriales 0,212 0,233 0,183 0,149 0,219 0,186 0,213 0,4252 0,1686  0,0871

Natranaerobiales 0,189 0,195 0,131 0,119 0,181 0,161 0,165 0,4393 0,6970 0,6104

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
IContrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S).

Tabela 19 - Porcentagem das principais familias de bactérias encontrados nos cecos de frangos de corte alimentado com

diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Familia Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste?
M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2 3

Lachnospiraceae 30,558 34,284 35,274 32,291 35,761 43,486a 23,781b 0,7630 <0,0001 0,5440

Ruminococcaceae 26,178 20,709 23,561 25,411 24,640 18,561b 29,638a 0,4838 <0,0001 0,4504

Clostridiaceae 20,346 20,973 18,186 16,970 18,042 22.571a 15,236b 0,2007 <0,0001 0,1576

Bacteroidaceae 5,312 6,295 8,106 9,235 3,784 0,064b  13,029a 0,1357 <0,0001 0,9543 . . .

Lactobacillaceae 3,242bc 5,743a 2,626bc 2,018c 4,523ab 3,872 3,388 <0,0001 0,0891 0,1082 0,0137 0,4805 <0,0001

Peptostreptococcaceae 1,247 1,685 0,273 0,516 1,298 0,218b 1,790a 0,0457* <0,0001 0,4390 0,4524 0,1837 0,5399

Enterobacteriaceae 0,955 0,674 1,247 1,024 1,074 1,149 0,841 0,4281  0,1388 0,7205 . . .

Coprobacillaceae 0,913 0,896 0,681 0,764 0,899 0,959a 0,702b 0,4592 0,0183  0,7626

Enterococcaceae 0,743 1,155 0,304 0,682 0,683 1.194a  0,233b 0,0777  <0,0001 0,1063 . . .

Peptococcaceae 0,650 0,410 0,430 0,409 0,420 0,566a  0,362b 0,0462* 0,0002  0,6612 0,1820 0,1180 0,895

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
*O teste de Tukey néo foi capaz de encontrar diferencas na comparagcédo de médias.
1Contrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S)
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Dentre as 313 familias de bactérias identificadas, as mais frequentes foram
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Clostridiaceae, Bacteroidaceae,
Lactobacillaceae, Peptostreptococcaceae, Enterobacteriaceae, Coprobacillaceae,
Enterococcaceae e Peptococcaceae, totalizando 90,8% das bactérias, néao
apresentando interacao entre dieta e idade (Tabela 19). As dietas S100% e PM-S
levaram as maiores porcentagens de Lactobacillaceae, enquanto M100%, M:S50% e
PS-M levaram as menores porcentagens. Em relacdo aos contrastes avaliados,
dietas com mudanca de grdos levaram a uma menor porcentagem de
Lactobacillaceae (PS-M e PM-S: 3,270%) do que dietas sem a mudanca de gréos
(M100% e S100%: 4,492%). As dietas também influenciaram a porcentagem de
Peptostreptococcaceae e Peptococcaceae, entretanto as diferencas entre médias
nao foram detectadas pelo teste de Tukey e os contrastes ndo foram significativos.

Os 20 géneros mais frequentes, entre os 489 identificados, totalizaram 85,5%
das bactérias nos cecos dos frangos de corte, ndo apresentando interacdo entre
dieta e idade (Tabela 20). Porém, as dietas S100% e PM-S resultaram em maiores
porcentagens de Lactobacillus nos cecos dos frangos de corte. Por outro lado, as
dietas M100%, M:S50% e PS-M proporcionaram as menores porcentagens desse
género. Ao avaliarmos os contrastes, aves que receberam dietas sem mudanca de
grao apresentaram maior porcentagem de Lactobacillus (M100% e S100%: 4,382%)
do que as aves que receberam dietas com mudanca de grdos (PS-M e PM-S:
3,190%). O tipo de grao utilizado apds a fase pré-inicial também influenciou a
porcentagem dessa espécie nos cecos, sendo que a utilizacdo de sorgo levou a uma
maior porcentagem (S100% e PM-S: 5,038) do que a utilizacdo de milho (M100% e
PS-M: 2,534%). Aves que receberam a dieta M100% apresentaram maior
porcentagem do género Desulfotomaculum do que aquelas que receberam as dietas
S100%, PS-M e PM-S, ndo se diferenciando da dieta M:S50%. O tipo de grao
utilizado a partir da racdo inicial também influenciou a porcentagem de
Desulfotomaculum, sendo maior nas aves alimentadas com milho (M100% e PS-M:
0,404%) do que naquelas alimentadas com sorgo (S100% e PM-S: 0,289%). As
dietas e a idade néo influenciaram a riqueza da microbiota nos cecos de frangos de
corte, como mostrado pelo indice de Shannon. O aumento da idade levou a uma
diminuicdo dos géneros Blautia, Ruminococcus, Alkaliphilus, Anaerofilum,
Coprococcus, Coprobacillus, Enterococcus e Desulfotomaculum e um aumento dos

géneros Faecalibacterium, Bacteroides, Oscillospira, Parabacteroides e Slackia.
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Tabela 20 - Porcentagem dos principais géneros de bactérias encontrados nos cecos de frangos de corte alimentado com

diferentes dietas, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Género Dietas Idade (dias) Pvalor Contrastes!
M100% S100% M:S50% PS-M PM-S 10 21 Dieta Idade DxI 1 2 3

Blautia 18,820 21,612 19,706 19,907 21,405 24,707a 15,874b 0,7963  0,0004  0,4928

Faecalibacterium 16,108 12,286 15,532 16,023 17,092 10,219b 20,597a 0,6262 <0,0001 0,5295

Ruminococcus 13,581 13,555 14,420 13,446 14,083 17,200a 10,433b 0,9660 <0,0001 0,8878

Clostridium 10,402 8,990 8,895 8,369 9,567 9,763 8,727 0,5325 0,1900 0,7944

Bacteroides 5,312 6,295 8,106 9,235 3,784 0,064b  13,029a 0,1357 <0,0001 0,9543

Alkaliphilus 6,846 8,683 5,955 5,228 5,975 7,979a  5,095b 0,0607 <0,0001 0,5068 . " "

Lactobacillus 3,134bc 5,631la  2,518bc 1,934c  4,446ab 3,733 3,332 <0,0001 0,1318 0,1219 0,0125 0,4457 <0,0001

Oscillospira 2,705 2,277 2,423 2,960 2,106 2,235b 2,754a 0,1103 0,0205 0,1541 . . .

Anaerofilum 2,224 1,663 1,815 1,911 1,553 2,202a  1,465b 0,3141 0,0025  0,4653

Lachnospira 1,036 0,793 0,998 0,984 1,086 1,081 0,877 0,5106 0,0710 0,8043

Coprococcus 0,816 0,923 0,736 0,766 1,489 1,445a  0,447b 0,1518 <0,0001 0,2909

Escherichia 0,759 0,536 1,012 0,822 0,897 0,917 0,693 0,4591 0,2023 0,7433

Coprobacillus 0,774 0,769 0,574 0,630 0,781 0,866a  0,546b 0,3581 0,0012 0,9497

Enterococcus 0,697 1,095 0,269 0,640 0,637 1,138a  0,198b 0,1246 <0,0001 0,1802

Natronincola 0,535 0,485 0,529 0,421 0,498 0,504 0,483 0,6468 0,6907  0,5963 . . .

Desulfotomaculum  0,509a  0,295b 0,307ab 0,300b 0,284b 0,435a  0,243b 0,0188 <0,0001 0,3318 0,1879 0,1749  0,0486

Sedimentibacter 0,299 0,230 0,257 0,247 0,304 0,306 0,229 0,6118 0,0565  0,2996 . . .

Acetobacterium 0,229 0,180 0,206 0,187 0,206 0,212 0,191 0,1562  0,1184  0,7632

Parabacteroides 0,202 0,082 0,090 0,418 0,129 0,007b 0,362a 0,4040 0,0060 0,5016

Slackia 0,188 0,188 0,140 0,114 0,178 0,124b 0,200a 0,3835 0,0009 0,3016

Indice de Shannon 2,445 2,391 2,353 2,345 2,390 2.344 2,426 0,6278 0,0688 0,9956

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (M100%, S100% vs. PS-M, PM-S), 2 (M100%, PM-S vs. S100%, PS-M) e 3 (M100%, PS-M vs. S100%, PM-S).
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As bactérias do género Lactobacillus sdo gram-positivas e crescem apenas
em meio nutricionalmente rico pois utilizam a fermentagcdo de carboidratos como
fonte de energia, produzindo principalmente lactato neste processo (SCHLEIFER,;
LUDWIG, 1995). Comensais do trato gastrointestinal, diversas bactérias do género
Lactobacillus estdo sendo utilizadas como probidticos, com o objetivo de melhorar o
desempenho de frangos de corte criados sem a utilizagdo de antibiéticos (ROCHA et
al.,, 2010). As bactérias deste género podem auxiliar contra o0s patdgenos
gastrointestinais por dois possiveis mecanismos: producdo de substancias
antimicrobianas como acido latico e bacteriocinas, e por meio da aderéncia a
mucosa e co-agregacao para formar barreiras que previnem a colonizagdo do
epitélio intestinal por patogenos (EHRMANN et al.,, 2002). Pesquisas in vitro
revelaram a atividade inibitéria de cepas de Lactobacillus contra Clostridium
perfringens, Escherichia coli e Salmonella enteritidis (KIZERWETTER-SWIDA,
BINEK, 2005). Adicionalmente, a espécie Lactobacillus salivarius produz
bacteriocina com atividade anti-Campylobacter, bactéria responsavel por
gastroenterites humanas (MESSAOUDI et al., 2011). Em sua classificacdo, o género
Lactobacillus é representante do filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales
e familia Lactobacillaceae. Nesta pesquisa, a substituicdo do milho por sorgo total ou
apos a fase pré-inicial provocou um aumento do género Lactobacillus nos cecos dos
frangos de corte, assim como a porcentagem de sua familia, ordem e classe. Estudo
anterior mostra que a substituicdo pelo sorgo é capaz de aumentar este género no
duodeno, entretanto o ceco nao foi avaliado (LUNEDO, 2012). Por outro lado, a
mudanca brusca do tipo de grédo provocou uma diminuicdo do numero de
Lactobacillus nos cecos, indicando um desequilibrio da microbiota, visto que este
género é extremamente adaptado ao ambiente intestinal e colabora com o equilibrio
microbiano (ANGELAKIS; RAOULT, 2010). Porém, estudo recente indica que
maiores porcentagens de Lactobacillus nos cecos podem ser relacionados com
piores valores de converséao alimentar (STANLEY et al., 2016).

Pertencente ao filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem Clostridiales e familia
Peptococcaceae, o0 género Desulfotomaculum é formado por bactérias gram-
positivas redutoras de sulfato (STACKEBRANDT et al., 1997). Entretanto, a
producdo de sulfeto de hidrogénio por esta reducdo pode causar danos ao epitélio
gastrointestinal, facilitando a translocacéo bacteriana e contribuindo para desordens

intestinais crénicas (DEPLANCKE et al., 2000). Frangos de corte alimentados com
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sorgo em pelo menos uma das fases de criagdo apresentaram diminuicdo do género
Desulfotomaculum, provavelmente, proporcionando uma melhor saude intestinal.

A microbiota dos cecos foi agrupada em seis diferentes “clusters” (Figura 5-
A). O “cluster” com menor similaridade em relacédo aos demais € formado por cinco
amostras microbiota cecal de frangos de corte alimentados com diferentes dietas,
aos 21 dias de idade, sendo a maior porcentagem do género Bacteroides o que mais
diferencia este grupo dos demais. Outros dois “clusters” possuem maior similaridade
entre si pelo predominio do género Faecalibacterium. Entretanto, o primeiro “cluster”
é formado por quatro amostras de aves aos 10 dias e o segundo “cluster” por
amostras de aves aos 21 dias de idade. Este segundo “cluster” também possui certa
similaridade com o outro grupo formado pelas demais amostras de aves aos 21 dias
de idade, grupo este que mostra grande diversidade entre os géneros. As demais
amostras de aves aos 10 dias de idade formaram dois “clusters”, os quais possuem
baixa similaridade com os “clusters” até entdo descritos. Um “cluster” com apenas
duas amostras se diferencia pela maior porcentagem de bactérias do género Blautia,
visto que o outro grupo também apresenta predominéancia de Ruminococcus. Da
mesma forma que o observado no intestino delgado, ndo foi observada alta
similaridade da microbiota entre aves de mesma dieta.

Amostras de microbiota aos 10 dias de idade apresentaram menor distancia
entre si e maior distancia em relacdo as amostras de microbiota aos 21 dias de
idade (Figura 5-B). As primeiras apresentaram valores negativos de PCoA 1 e
valores proximos a zero de PCoA 2. Por outro lado, as amostras de microbiota aos
21 dias de idade se apresentaram mais distantes umas das outras, apresentando
valores positivos de PCoA 1 e uma amplitude de valores positivos e negativos de
PCoA 2. Nao foram observados padrbes de distancias entre as diferentes dietas.

Estes resultados mostram que a estrutura da microbiota € influenciada pela
idade, tanto no intestino delgado quanto nos cecos, porém, sem tanta influéncia das
diferentes formas de substituigdo do milho pelo sorgo. Os resultados também
sugerem um aumento na variagdo da estrutura da microbiota cecal com a idade.
Estes resultados estdo de acordo com a literatura que indica que a sucessao da
populacdo bacteriana ocorre a partir da comunidade transiente para uma com uma
maior complexidade (LU et al., 2003). Com o avancar da idade, a microbiota entra
em equilibrio, sendo Lactobacillus e Clostridium os principais géneros encontrados

no intestino delgado e nos cecos de aves adultas, respectivamente (LU et al., 2003).
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Figura 5 - Dendrograma de agrupamento hierarquico (A) e grafico de andlises de
coordenadas principais (B) a nivel de género de bactérias cecais de
frangos de corte, de 10 e 21 dias de idade, alimentados com dietas a
base de milho e/ou sorgo
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2.4 Conclusoes

A substituicdo de milho por sorgo, assim como a mudanca brusca no tipo de
grao, nao alteraram o desempenho, epitélio intestinal nem a metabolizabilidade das
racoes, mas causaram alteracfes na microbiota intestinal de frangos de corte. O uso
de sorgo favoreceu a diminuicdo dos géneros Clostridium, Weissella e Bacillus, e
aumento do género Alkaliphilus no intestino delgado. Nos cecos, favoreceu o
aumento de Lactobacillus e diminuicdo de Desulfotomaculum. Enquanto isso, a
mudanca brusca no tipo de grédo provocou aumento de Bacillus no intestino delgado

e diminuicdo de Lactobacillus nos cecos de frangos de corte.
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3 SORGO INTEIRO EM DIETAS DE FRANGOS DE CORTE REDUZ O GENERO
Clostridium NO INTESTINO DELGADO SEM ALTERAR O DESEMPENHO

Resumo

O sorgo é utilizado como fonte energética em racdes para frangos de corte,
sendo sua utilizacdo na forma de grao inteiro potencialmente vantajosa pela redugéo
do custo de producdo da racdo. Com este estudo, objetivou-se avaliar o
desempenho, caracteristicas do trato gastrintestinal e microbiota intestinal de
frangos de corte, assim como a metabolizabilidade das racdes, em relacdo a
utilizacdo de sorgo moido ou inteiro durante todas as fases, ou mudando-se a forma
do grdo a partir do oitavo dia. Para isto, 1696 pintos machos foram criados até 40
dias em um experimento no delineamento em blocos casualizados (blocos no tempo)
e alimentados com as seguintes dietas: Sm100% (uso de sorgo moido em todas as
idades); Si100% (uso de sorgo inteiro em todas as idades); PSm-Si (uso de sorgo
moido até sete dias e sorgo inteiro nas demais fases) e PSi-Sm (uso de sorgo inteiro
até sete dias e sorgo moido nas demais fases). Foram avaliadas as seguintes
variaveis: desempenho (semanal), morfometria e nimero de células caliciformes do
jejuno (10 dias), peso relativo da moela e microbiota do intestino delgado e cecos
(10 e 21 dias), e valores de energia metabolizavel aparente (EMA), energia
metabolizavel aparente (EMAN) e coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMS) das racdes (7 a 11 dias e 17 a 21 dias). A utilizacdo de sorgo inteiro piorou
o desempenho dos frangos de corte aos sete dias de idade. Apesar do pior
desempenho inicial, a dieta PSi-Sm proporcionou crescimento compensatorio e a
melhor conversédo alimentar ao final do periodo. Entretanto, a dieta PSm-Si nao
prejudicou o desempenho aos 40 dias de idade. A utilizacdo do grado de sorgo inteiro
(Si100% e PSm-Si) resultou em aumento do peso relativo da moela e dos valores de
EMA, EMAn e CMMS das racBes, sem causar alteracbes no jejuno. As dietas
testadas alteraram a proporcdo das bactérias presentes nos intestinos, mas sem
alterar a riqueza da microbiota. A utilizacdo de sorgo inteiro apds o sétimo dia
(Si100% e PSm-Si) propiciou uma diminuicdo do género Clostridium e aumento das
bactérias das ordens Actinomycetales e Bacillales (exceto Staphylococcus) no
intestino delgado. Nos cecos, a dieta Si1l00% causou uma diminuicdo dos géneros
Alkaliphilus e Enterococcus em comparacdo a Sm100%. Interacdes entre dieta e
idade foram observadas em outros géneros de bactérias. Dentre as diferentes
estratégias testadas para o uso de sorgo inteiro para frangos de corte, a dieta PSm-
Si ndo prejudicou o desempenho aos 40 dias de idade e resultou em maiores
valores de metabolizabilidade, além de reduzir a porcentagem de bactérias do
género Clostridium no intestino delgado.

Palavras-chaves: Nutricdo; Granulometria; Tamanho de particula; Flora intestinal,
Gene 16S

Abstract

Sorghum is an energy source for broiler diets, and the use of whole grain has
potential to reduce production costs of diets. The aim of this study was to evaluate
performance, gastrointestinal tract characteristics and intestinal microbiota, as well as
metabolizability of diets, when broilers were fed ground or whole sorghum-diets, and
the shift of these forms after seven days of age. In order to do that, 1,696 male chicks
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were raised until 40 days-old, in a randomized block design, fed the experimental
diets: Gs100% (ground sorghum-diet in all ages), Ws100% (whole sorghum-diet in all
ages), PGs-Ws (ground sorghum-diet until seven days and whole sorghum-diet in
other ages), and PWs-Gs (whole sorghum-diet until seven days and ground
sorghum-diet in other ages). Performance (weekly), morphometry and number of
goblet cells in the jejunum (10 days-old), gizzard relative weight and microbiota of
small intestine and caecum (10 and 21 days-old), and apparent metabolizable energy
(AME), apparent metabolizable energy corrected for nitrogen (AMEnN) and coefficient
of apparent metabolizability of dry matter (CMDM) of the diets (7-11 day-old and 17-
21 days-old) were evaluated. Whole sorghum-diets worsened broilers performance at
7 days. Despite the lower performance in the initial period, PWs-Gs resulted in
compensatory growth and the best feed conversion rate at 40 days. However, PGs-
Ws did not impair broilers performance at 40 days. The use of whole sorghum
(Ws100% and PGsWSs) increased the gizzard relative weight and AME, AMEn and
CMDM values of the diets, without altering the jejunum. Experimental diets altered
the intestinal bacterial proportions, without changing microbial richness. The use of
whole sorghum after seven days (Ws100% and PGs-Ws) resulted in a reduction in
the genus Clostridium and an increase in the order Actinomycetales and Bacillales
(except Staphylococcus) in the small intestine. In the caecum, Ws100% resulted in a
reduction of in the genera Alkaliphilus and Enterococcus in comparison to Gs100%.
Interactions between diet and age were observed in some genera. Among the
different strategies tested for the whole sorghum use for broilers, PGs-Ws did not
impair broilers performance at 40 days and resulted in greater metabolizability
values, and reduced the percentage of bacteria of the genus Clostridium in the small
intestine.

Keywords: Nutrition; Milo; Granulometry; Particle size; Intestinal flora; 16S gene
3.1 Introducéao

O sorgo granifero tem sido utilizado na producédo de frangos de corte como
fonte energética, em substituicdo ao milho. Devido as menores exigéncias de cultivo,
0 custo de producéo de sorgo é menor, tendo esta economia um reflexo no preco de
venda do grdo. O Brasil esta entre os dez maiores produtores mundiais de sorgo,
ocupando o nono lugar na safra de 2014/2015, com uma producdo de cerca de
2.000 mil toneladas, ficando atras apenas da Nigéria, Sud&o, México, india, Etiopia,
Argentina, China e Australia (ESTADOS UNIDOS, 2016).

Por ser um grao pequeno, sua utilizacdo na racdo de frangos de corte na
forma inteira tem sido considerada, visto que moagem dos graos em uma fabrica de
racdo é responsavel por grande parte da energia consumida. Pesquisas recentes
realizadas no Brasil indicam que a utilizacdo do sorgo inteiro ndo traz prejuizos ao
peso vivo e conversao alimentar de frangos de corte (CAROLINO et al.,, 2014;
FERNANDES et al., 2013; SILVA et al., 2015). Por outro lado, estudos utilizando
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trigo mostram resultados conflitantes, obtendo tanto melhora quanto piora no
desempenho das aves com a utilizagdo de trigo inteiro (AMERAH et al.,, 2011;
ERENER et al., 2003). Porém, diversos estudos mostram que a inclusdo de gréos
inteiros melhora a metabolizabilidade da energia, assim como a digestibilidade ileal
de aminoéacidos das dietas (BIGGS; PARSONS, 2009; JACOBS; PARSONS, 2013).

A moela é érgao responsavel pela quebra do gréo inteiro, reduzindo-o em
particulas menores para que este se torne disponivel para digestdo e absorcéo pela
ave. Devido a maior atividade da moela em aves alimentadas com gréo inteiro, esta
apresenta peso relativo maior (AMERAH et al.,, 2011; FERNANDES et al., 2013;
SILVA et al., 2014). Esse aumento no tamanho e na atividade da moela é capaz de
influenciar o ambiente de digestdo, proporcionando um melhor aproveitamento do
alimento, o que pode levar a um melhor desempenho destas aves (LIU et al., 2015;
SINGH et al., 2014). Devido a esta mudanca no ambiente de digestao proporcionado
pela inclusdo de grao inteiro, a estrutura da microbiota intestinal pode ser bastante
alterada (AMERAH et al., 2009, 2011).

O uso de graos inteiros tem sido bastante estudado tanto por reduzir o custo
de producdo das ragdes quanto pelo potencial de melhora no desempenho dos
frangos de corte. Porém, estes estudos sao conduzidos principalmente com o uso de
trigo, sendo os estudos com sorgo inteiro ainda escassos. Além disso, € necessario
avaliar as alteracdes relacionadas com a mudanca no tipo de grao, visto que a
inclusdo do sorgo inteiro normalmente ndo é adotada a partir do alojamento,
ocorrendo, portanto, uma mudanca brusca na forma do grao ingerido pela ave.

Este estudo tem como objetivo avaliar o desempenho, caracteristicas do trato
gastrintestinal e microbiota intestinal de frangos de corte, assim como a
metabolizabilidade das racdes, em relacdo ao uso de sorgo moido ou inteiro durante
todas as fases, ou com mudanca da forma do gréo a partir do oitavo dia. Conhecer a
influéncia do grao de sorgo inteiro sobre os frangos de corte possibilitara estabelecer

uma melhor estratégia de seu uso, gerando uma redu¢ao no custo de producdao.
3.2 Material e Métodos
3.2.1 Criagéao das aves

Este estudo constou de dois experimentos com frangos de corte, sendo um

de desempenho em aviario experimental e outro de metabolismo em gaiolas, ambos
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executados de forma simultdnea com aves de mesmo lote e as mesmas dietas
experimentais. O experimento de campo foi conduzido em um delineamento em
blocos casualizados (blocos no tempo). utilizando pintos machos da linhagem Ross
AP95® de um dia de idade, distribuidos entre quatro tratamentos com oito repeticdes
cada (quatro por bloco), sendo 50 aves no Bloco A e 42 no Bloco B, totalizando 1456
aves. Estas foram alojadas em galpdo experimental em boxes com area de 4,5 m2,
piso coberto por casca de arroz, bebedouro automatico e comedouro tubular.

Adicionalmente, outros 240 pintos machos foram distribuidos em
delineamento em blocos casualizados (blocos no tempo) para a realizagao de ensaio
de metabolismo em duas diferentes idades (sete a 11 dias e 17 a 21 dias). As aves
foram distribuidas em quatro diferentes tratamentos, com 10 repeticées cada (cinco
por bloco), sendo utilizadas seis aves por gaiola no primeiro periodo, reduzindo a
trés aves no segundo periodo de coleta. As aves foram alojadas em gaiolas de
metabolismo, com 1,00 m de comprimento, por 0,34 m de largura e 0,20 m de altura,
com aguecimento, piso de tela, comedouro e bebedouro de aco inoxidavel tipo calha
e uma bandeja inferior removivel para coleta total de excretas.

As préticas de manejo utilizadas objetivaram garantir a ambiéncia adequada
das aves, oferta de agua limpa e fresca e racdo a vontade. O estudo foi aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — ESALQ/USP, protocolo n. 2014-03.

3.2.2 Dietas experimentais

As racbes foram formuladas a base de sorgo e farelo de soja, atendendo os
niveis nutricionais recomendados por Rostagno et al. (2011) e compostas pelas
fases de criacdo pré-inicial, inicial, crescimento e final (Tabela 21). Entretanto, o gréo
de sorgo foi utilizado na forma moida em moinho de martelo (peneira de 3 mm) e
inteira, de acordo com as seguintes dietas experimentais: Sm100% (sorgo moido em
todas as racdes); Sil00% (sorgo inteiro em todas rac¢des); PSm-Si (sorgo moido na
racao preé-inicial e sorgo inteiro nas demais racdes) e PSi-Sm (sorgo inteiro na racao
pré-inicial e sorgo moido nas demais racdes). Nao foram detectados niveis de
taninos condensados no sorgo. O grdo apresentou dimensdes médias de 4,03 mm,
3,60 mm e 2.41 mm de altura, largura e profundidade respectivamente. Os valores
em DGM para granulometria das racées com sorgo moido foram 930, 922, 952 e
913 pm, enquanto para o sorgo inteiro foram 1775, 1915, 2164 e 2179 um,

respectivamente para as fases pré-inicial, inicial, crescimento e final.
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Tabela 21 - Ingredientes e composicdo nutricional calculada das racgdes

experimentais pré-inicial, inicial, crescimento e final para frangos de

corte
Ingredientes (%) Pré-Inicial Inicial Crescimento Final
(1-7 dias) (8-21dias) (21-35dias) (36-40 dias)
Sorgo? 49,999 51,853 55,251 59,991
Farelo de soja 40,848 38,494 34,527 30,234
Oleo de soja 4,663 5,698 6,623 6,560
Fosfato bicélcico 1,839 1,485 1,264 1,051
Calcério calcitico 0,946 0,979 0,925 0,835
Sal comum 0,509 0,484 0,459 0,446
MHA? 0,528 0,450 0,431 0,410
L-Lisina HCL 0,241 0,178 0,193 0,235
L-Treonina 0,097 0,059 0,057 0,068
Premix vitaminico® 0,150 0,150 0,120 0,080
Premix mineral* 0,050 0,050 0,050 0,050
Cloreto de colina (60%) 0,080 0,070 0,050 0,040
Agente Anticoccidiano® 0,050 0,050 0,050 0,000
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicao nutricional calculada
Proteina bruta (%) 23,000 22,000 20,500 19,000
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2960 3050 3150 3200
Calcio (%) 0,920 0,841 0,758 0,663
Cloro (%) 0,348 0,333 0,318 0,311
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,401 0,354 0,309
Potéassio (%) 0,917 0,790 0,723 0,757
Saodio (%) 0,220 0,210 0,200 0,195
Lisina digestivel (%) 1,324 1,217 1,131 1,060
Metionina digestivel (%) 0,665 0,600 0,568 0,536
Met+Cistina digestivel (%) 0,953 0,876 0,826 0,774
Treonina digestivel (%) 0,861 0,791 0,735 0,689

"Fenois totais: 0,525%; Taninos totais: 0,347%; Taninos condensados: ndo detectado.

’Metionina hidroxi-analoga.

*DSM Nutritional Products, Composicéo por kg de produto: Vit. A — 9000000 Ul; Vit. D3 - 2500000 Ul;
Vit. E - 20000 Ul; Vit. K3 — 2500 mg; Vit. B1 — 2000 mg; Vit. B2 — 6000 mg; Vit. B6-3000 mg; Vit. B12
— 15000ug; Acido Nicotinico - 35 g; Acido Pantoténico — 12 g; Biotina—100 mg; Acido Folico-1500 mg;
Selénio — 250 mg.

*DSM Nutritional Products, Composicdo por kg de produto: Manganés - 160000 mg; Ferro - 100000
mg; Zinco - 100000 mg; Cobre - 20000 mg; Cobalto - 2000 mg; lodo - 2000 mg

*Salinomicina 12%.
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3.2.3 Avaliagdo do desempenho

A pesagem das aves, ragao fornecida e sobra de ragdo foi realizada
semanalmente, e das aves mortas diariamente para avaliacdo do desempenho (peso
vivo, ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar aos sete, 14, 21, 28,
35 e 40 dias de idade). A viabilidade foi calculada apenas ao final do experimento.
Também foram calculados o consumo de rac¢do, ganho de peso e converséo
alimentar no periodo de oito a 10 dias, compreendendo trés dias sucedendo a

mudanca na forma do gréo de sorgo nas racoes.

3.2.4 Avaliagéo do trato gastrintestinal

Uma ave de cada unidade experimental foi selecionada sem jejum prévio e
eutanasiada por deslocamento cervical para coleta do trato digestério aos 10 dias de
idade. As aves tiveram seu trato gastrintestinal exposto, sendo coletada a moela.
Adicionalmente, fragmento de cerca de um centimetro de comprimento da porcao
meédia do jejuno ainda fechado foi coletado e fixado em formol a 10%, sendo este
encaminhado para confeccao de laminas histologicas.

As amostras de jejuno foram divididas transversalmente em trés fragmentos
para a confeccdo de laminas histolégicas para microscopia de luz convencional na
coloracdo acido periédico-Schiff (PAS). Os cortes histolégicos foram analisados por
imagens digitalizadas obtidas em aumentos de 100 vezes com o0 auxilio de um
microscépio (BEL® B3 T) acoplado & camera (BEL® Photonics 1S500). Com o auxilio
do programa Image-Pro Plus (versédo 4.5.0.29), foram mensuradas de cada amostra
20 alturas de vilo (AV) e profundidade de cripta e calculada a relacdo altura de
vilo/profundidade de cripta. Adicionalmente também foram mensuradas a largura dos
vilos (LV) e criptas (LC) para o céalculo da quantidade de vezes que a superficie da
amostra intestinal foi aumentada devido as vilosidades em relagdo a uma superficie
lisa (area de absorg¢éao) (form. 2.1). Em um aumento de 400 vezes, foram feitas
capturas de imagens para realizar a contagem de células caliciformes em 20 vilos,
conforme Figura 2.1, sendo obtido o niumero de células caliciformes em 100 pm.

As moelas foram abertas e tiveram seu conteudo totalmente removido. Apds
a pesagem da moela, a membrana que reveste a parte interna foi retirada e pesada.
Foram calculados o peso da moela em relagdo ao peso vivo da ave e também o
peso da membrana em relacdo ao peso da moela. Este procedimento foi realizado

também aos 21 dias de idade.
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3.2.5 Avaliac&o da microbiota intestinal

A microbiota do intestino delgado e cecos foi avaliada por meio de
sequenciamento genético do conteudo intestinal aos 10 e 21 dias de idade,
utilizando apenas as unidades experimentais do Bloco A (n=4), sendo as amostras
formadas por “pool” de cinco e trés aves, na primeira e segunda idade
respectivamente. Apenas as amostras do conteudo do intestino delgado foram
previamente filtradas, sendo realizada a extracdo do DNA bacteriano, amplificacéo e
sequenciamento do gene 16S rRNA e bioinforméatica das amostras do intestino
delgado e cecos, de acordo com a metodologia descrita no tépico 2.2.5 “Avaliagcao

da microbiota intestinal” do Capitulo 2 desta obra.

3.2.6 Ensaio de metabolizabilidade

Ensaios de metabolizabilidade foram realizados nos periodos de sete a 11 e
17 a 21 dias de idade, por meio de coleta total de excretas para a determinacdo dos
valores de energia metabolizavel aparente (EMA), energia metabolizavel aparente
corrigida para nitrogénio (EMAN) e coeficientes de metabolizabilidade aparente da
matéria seca (CMMS) das dietas experimentais. A metodologia utilizada nestes
ensaios encontra-se descrita no tépico 2.2.6 “Ensaio de metabolizabilidade” do

Capitulo 2 desta obra.

3.2.7 Analise estatistica

Os dados referentes ao desempenho das aves, moela, epitélio jejunal e
ensaio de metabolismo foram submetidos a analise de variancia (5%) e comparacao
de médias por meio de teste de Tukey. O Proc Mixed foi utilizado, sendo bloco
considerado um efeito aleatério. Para andlise do desempenho no periodo de oito a
10 dias, o peso aos sete dias foi utilizado como covariavel. Além disso, os dados
referentes a avaliacdo da moela e ensaios de metabolismo foram analisados em
esquema fatorial 4 x 2 (quatro dietas e duas idades).

Os dados referentes a microbiota intestinal também foram analisados em
esquema fatorial 4 x 2, entretanto, por estes dados ndo possuirem o efeito bloco,
foram analisados por meio do Proc Glm. Complementarmente, foi realizado teste
para os contrates abaixo:

- Forma do gréo sorgo:

e Naracgdo pré inicial (1): Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm;
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e Apo0s a racao pré-inicial (2): Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si
Todos os dados foram inicialmente submetidos a verificacdo da
homogeneidade de variancias e normalidade dos residuos para a correta aplicacao
de testes estatisticos paramétricos. Parte dos dados referentes a microbiota
intestinal foram transformados para atender estes pressupostos. O software
estatistico SAS 9.4 foi utilizado para realizacdo das analises (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

3.3 Resultados

3.3.1 Desempenho

Durante a fase pré-inicial, as aves foram alimentadas com dietas a base de
sorgo moido ou sorgo inteiro, sendo os tratamentos iniciados apenas apos esta fase.
No periodo de um a sete dias de idade, aves alimentadas com ra¢cdes a base de
sorgo inteiro apresentaram menor consumo de ragao, peso vivo e ganho de peso,

além de pior converséo alimentar (Tabela 22).

Tabela 22 - Consumo de racdo (CR), peso vivo (PV), ganho de peso (GP) e
conversdo alimentar (CA) de pintainhos de 1 a 7 dias de idade
alimentados com racéo a base de sorgo moido ou inteiro (r=16)

Racao CR (9) PV (g) GP (9) CA
Sorgo moido 138a 165a 119a 1,151a
Sorgo inteiro 119b 138b 92b 1,257b
CV (%) 20,73 13,69 19,42 8,88
Pvalor <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente (P<0,05).

Durante os trés primeiros dias que seguiram a mudanca ou ndo da forma do
grao de sorgo, o consumo de racdo foi maior em aves alimentadas com Sm100% em
relacdo aquelas alimentadas com Sil00%, tendo os demais tratamentos valores
similares (Tabela 23). As dietas Sm100% e PSm-Si levaram a um maior ganho de
peso nesse periodo em relacdo a Sil00%. Entretanto, melhor converséo alimentar
foi observada com as dietas Sm100% e PSi-Sm em comparagdo a Sil00%. Ao
analisarmos os contrastes, aves alimentadas com sorgo moido nos sete primeiros
dias apresentaram maior consumo de racdo e ganho de peso e melhor conversao

alimentar (Sm100% e PSm-Si: 126 g, 92,5 g e 1,356 respectivamente) em
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comparacao as aves alimentadas com sorgo inteiro (Sil00% e PSi-Sm: 114 g, 79 g e
1,466 respectivamente). A forma do grao de sorgo oferecida de oito a 10 dias de
idade nao influenciou o consumo de racdo neste periodo, porém, maior ganho de
peso e melhor conversdo alimentar foram observados em aves alimentadas com
sorgo moido nesta fase (Sm100% e PSi-Sm: 92 g e 1,333 respectivamente) em
relacdo aquelas alimentadas com sorgo inteiro (Sil00% e PSm-Si: 79,5 g e 1,489

respectivamente).

Tabela 23 - Consumo de racdo (CR), ganho de peso (GP) e conversao alimentar
(CA) de pintainhos de 8 a 10 dias de idade alimentados com dietas a
base de sorgo moido e/ou inteiro (r=8)

Dieta Contraste!

0
Sm100% Si100% PSm-Si  Psism CV (%) Pvalor 1 2

CR(g) 129a 112b  123ab  116ab 9,73  0,0064 0,0017 0,1139
GP(g) 97a 71b 88a 87ab 539 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CA 1,319a 1,586b 1,393ab 1,347a 11,17 0,0036 0,0135 0,0008

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si1l00%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Aos 14 dias de idade, frangos de corte alimentados com Sm100%
apresentaram consumo de racao igual agueles alimentados com PSm-Si e maior
que agqueles alimentados com Si100% e PSi-Sm (Tabela 24). Maior peso vivo e
ganho de peso foram observados com o uso das dietas Sm100% e PSm-Si e os
menores valores com a dieta Si1l00%, apresentando PSi-Sm valores intermediarios.
O uso das dietas Sm100%, PSm-Si e PSi-Sm proporcionaram melhor converséo
alimentar que Si1l00%. O consumo de sorgo inteiro na fase pré-inicial levou a um
menor consumo de racdo, peso vivo, ganho de peso e pior conversado alimentar
(Si100% e PSi-Sm: 494 g, 397 g, 351 g e 1,389 respectivamente) em comparagao
ao consumo de sorgo moido (Sm100% e PSm-Si: 561 g, 456 g, 410 g e 1,340
respectivamente). A forma do grao de sorgo na dieta apds a fase pré-inicial ndo
influenciou o consumo de racdo aos 14 dias de idade, entretanto, a utilizacdo de
sorgo inteiro apos esta fase levou a uma diminui¢do no peso vivo, ganho de peso e
piora na conversdo alimentar (Sil00% e PSm-Si: 527 g, 412 g, 366 g e 1,421
respectivamente) em comparacao a utilizacdo de sorgo moido (Sm100% e PSi-Sm:
528 g, 440 g, 395 g e 1,308 respectivamente).
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Tabela 24 - Consumo de racdo (CR), peso vivo (PV), ganho de peso (GP) e
converséo alimentar (CA) de frangos de corte de 1 a 14 dias de idade

alimentados com dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro (r=8)

Dieta Contrastes!

[0)
Sm100% Si100% PSm-Si  PSism CV (%)  Pvalor 1 2

CR(g) 575a  506bc  548ab  482c 12,24 0,0004 <0,0001 0,9425
PV(g) 466a 379c  446a  415b 11,45 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GP(g) 421la 333c  400a  369b 12,80 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CA 1,311a 1,473b 1,369a 1,305a 522  <0,0001 0,0084 <0,0001

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si1l00%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Aos 21 dias de idade, maior consumo de ragao foi observado com o uso da
dieta PSm-Si e menor com PSi-Sm, tendo as demais dietas consumos
intermediarios (Tabela 25). Por outro lado, maior peso vivo e ganho de peso foram
observados na utilizacdo de Sm100% e menor na utilizacdo de Si100%, tendo as
demais dietas valores intermediarios. Aves alimentadas com Sm100% e PSi-Sm
apresentaram melhor conversao e aquelas alimentadas com Si1l00% apresentaram
pior conversao alimentar, enquanto PSm-Si apresentou valor intermediario. De um a
21 dias de idade, dietas a base de sorgo inteiro na fase pré-inicial resultou em menor
consumo de ragao, peso vivo e ganho de peso e pior conversao alimentar (Sil00% e
PSi-Sm: 1194 g, 892 g, 846 g e 1,400 respectivamente) em comparacado a dietas a
base de sorgo moido (Sm100% e PSm-Si: 1297 g, 992 g, 946 g e 1,375
respectivamente). Por outro lado, o uso de sorgo inteiro apos a fase pré-inicial
resultou em maior consumo de ragcdo, menor peso vivo e ganho de peso e pior
conversdo alimentar (Sil00% e PSm-Si: 1292 g, 910 g, 864 g e 1,480
respectivamente) em comparacéo ao uso de sorgo moido (Sm100% e PSi-Sm: 1199

g, 974 g, 928 g e 1,295 respectivamente)

Tabela 25 - Consumo de ragdo (CR), peso vivo (PV), ganho de peso (GP) e
conversao alimentar (CA) de frangos de corte de 1 a 21 dias de idade

alimentados com dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro (r=8)

Dieta Contrastes!

(0)
Sm100% Si100% PSm-Si  PSism CV (%) Pvalor 1 2

CR(g) 1256b 1246b 1339a 1143c 9,10 <0,0001 <0,0001 <0,0001
PV (g) 1016a 852c 969b 933b 8,76 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GP (9) 970a 805c 923b 887b 9,20 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CA 1,300a 1,510c  1,450b 1,291a 5,30 <0,0001 0,0471 <0,0001

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).
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Aos 28 dias de idade a utilizacdo de Sm100% e PSm-Si levou a um maior
consumo de racdo em comparacdo a utilizacdo de Sil00% e PSi-Sm (Tabela 26).
Frangos alimentados com Sm100% apresentaram peso vivo e ganho de peso iguais
aos alimentados com PSm-Si e maiores que aqueles alimentados com Si100%.
Aves alimentadas com Sm100% e PSi-Sm apresentaram melhor conversao
alimentar que aquelas alimentadas com Si100% e PSm-Si. De um a 28 dias de
idade, a utilizacdo de grao inteiro na fase pré-inicial levou a um menor consumo de
racao, peso vivo e ganho de peso e mesma conversao alimentar (Si100% e PSi-Sm:
2177 g, 1591 g, 1545 g e 1,418 respectivamente) em comparacdo com a utilizacéo
de gréo de sorgo moido (Sm100% e PSm-Si: 2368 g, 1721 g, 1675 g e 1,417
respectivamente). Ja a utilizacdo de sorgo inteiro a partir da segunda fase de criacédo
levou a um maior consumo de racdo, menor peso vivo e ganho de peso e pior
conversdo alimentar (Sil00% e PSm-Si: 2304 g, 1613 g, 1567 g e 1,474
respectivamente) em comparacao com o uso de sorgo moido (Sm100% e PSi-Sm:
2237 g, 1699 g, 1653 g e 1,361 respectivamente).

Tabela 26 - Consumo de racdo (CR), peso vivo (PV), ganho de peso (GP) e
conversao alimentar (CA) de frangos de corte de 1 a 28 dias de idade
alimentados com dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro (r=8)

Dieta Contrastes!

0,
Sm100% Sil00% PSm-Si  PSism CV (%)  Pvalor 1 2

CR(g) 2318a  2198b 2410a  2156b 7,70 <0,0001 <0,0001 0,0191
PV(g) 1745a  1529c¢ 1697ab 1653b 6,38  <0,0001 <0,0001 <0,0001
GP(g) 1699a  1483c 165lab 1607b 6,55 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CA 1,374a 1487b 1461b 1,349a 510 <0,0001 0,9426 <0,0001

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si1l00%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Frangos de corte aos 35 dias de idade alimentados com as dietas Sm100% e
PSm-Si apresentaram maior consumo de racdo que aqueles alimentados com
Si100% e PSi-Sm (Tabela 27). Maiores valores de peso vivo e ganho de peso foram
observado com o uso de Sm100% e menores valores com o uso de Si100%, tendo
as demais dietas valores intermediarios. Entretanto, a utilizagdo de Sm100% e PSi-
Sm levou a uma melhor conversao alimentar em comparagao a utilizagéo de Si100%
e PSm-Si. No periodo de um a 35 dias de idade, o uso de sorgo inteiro na fase pré-
inicial levou a um menor consumo de racdo, peso vivo e ganho de peso e mesma
conversdo alimentar (Sil00% e PSi-Sm: 3425 g, 2378 g, 2332 g e 1,476
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respectivamente) em comparacdo ao uso do sorgo moido (Sm100% e PSm-Si: 3672
g, 2517 g, 2471 g, 1,492 respectivamente). J4 0 uso de sorgo inteiro nas demais
fases ndo alterou o consumo de ra¢do, mas levou a um menor peso vivo e ganho de
peso e pior conversao alimentar (Si100% e PSmSi: 3548 g, 2389 g, 2343 g e 1,519
respectivamente) (Sm100% e PSi-Sm: 3549 g, 2506 g, 2460 g e 1,449

respectivamente).

Tabela 27 - Consumo de racdo (CR), peso vivo (PV), ganho de peso (GP) e
converséao alimentar (CA) de frangos de corte de 1 a 35 dias de idade

alimentados com dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro (r=8)

Dieta Contrastes!

0,
Sm100% Sil00% PSm-Si  PSism CV (%) Pvalor 1 2

CR(g) 3655a 3407b 3689a 3443b 6,34 <0,0001 <0,0001 0,9703
PV (g) 2554a 2298c 2480b 2459b 4,87 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GP(g) 2508a 2252c 2434b 2413b 4,97 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CA 1,466a 1,520b  1,519b  1,432a 3,74 <0,0001 0,0847 <0,0001

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si1l00%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Ao final do periodo experimental, de 1 a 40 dias, os frangos de corte
alimentados com Sm100% e PSm-Si apresentaram maior consumo de racdo do que
agueles alimentados com Si1l00% e PSi-Sm (Tabela 28). Porém, menor peso Vivo e
ganho de peso foi observado apenas naqueles alimentados com Sil00%.
Consequentemente, frangos alimentados com PSi-Sm apresentaram melhor
conversédo alimentar que aqueles alimentados com as demais dietas. A utilizacao de
sorgo inteiro na fase pré-inicial levou a um menor consumo de racdo, peso Vivo e
ganho de peso e melhor conversao alimentar (Sil00% e PSi-Sm: 4496 g, 2971 g,
2925 g e 1,546 respectivamente) em relagcéo a utilizacdo de sorgo moido (Sm100%
e PSm-Si: 4759 g, 3104 g, 3058 g e 1,572 respectivamente). Por outro lado, a
utilizagdo de sorgo inteiro ap0s a fase pré-inicial ndo alterou o consumo de racao
mas reduziu o peso vivo e ganho de peso e piorou a converséao alimentar (Si100% e
PSm-Si: 4610 g, 2992 g, 2947 g e 1,576 respectivamente) em relacéo a utilizacao de
sorgo moido (Sm100% e PSi-Sm: 4645 g, 3082 g, 30379 e 1,542 respectivamente).
A viabilidade dos frangos de corte ndo foi influenciada pelas dietas testadas
(P=0,5976), apresentando valor médio de 96%.



109

Tabela 28 - Consumo de racdo (CR), peso vivo (PV), ganho de peso (GP) e
converséo alimentar (CA) de frangos de corte de 1 a 40 dias de idade

alimentados com dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro (r=8)

Dieta Contrastes!

[0)
Sm100% Sil00% PSm-Si  psism CV (%) Pvalor 1 2

CR(g) 4750a 4453b 4768a  4540b 5,81 <0,0001 <0,0001 0,4011
PV (g) 3118a 2895b 3090a  3047a 4,09 <0,0001 <0,0001 0,0005
GP(g) 3072a 2849b 3045a  3002a 4,15 <0,0001 <0,0001 0,0004
CA 1,565b 1,573b  1,579b 1,520a 3,14 0,0012 0,0186  0,0026

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si1l00%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

3.3.2 Trato gastrintestinal

Aos 10 dias de idade, a dieta Sm100% propiciou vilos maiores em relacdo a
PSi-Sm, tendo as demais dietas valores similares (Tabela 29). O uso de sorgo inteiro
na fase pré-inicial levou a menor altura de vilo (671um) em relacdo ao uso do sorgo
moido (760 pm). As outras variaveis testadas ndo tiveram influéncia das dietas.

N&o houve interacfes entre dieta e idade para os pesos da moela e de sua
membrana (Tabela 30). A dieta PSm-Si proporcionou moelas mais pesadas que PSi-
Sm, mas a membrana nao foi alterada pelas dietas. Em reacdo ao peso relativo, as
dietas Sm100% e PSi-Sm propiciaram menor peso relativo da moela e maior peso
relativo da sua membrana em comparacédo a Si100% e PSm-Si. O aumento da idade
levou a um aumento nos pesos absolutos da moela e membrana e uma diminuicao
em seus pesos relativos. A forma do gréo utilizado na fase pré-inicial ndo influenciou
estas variaveis. Porém, o sorgo inteiro apos a fase pré-inicial levou a um maior peso
relativo de moela e menor peso relativo de sua membrana (3,58% e 13,81%

respectivamente) em relacdo ao sorgo moido (3,07% e 16,64% respectivamente).

3.3.3 Metabolizabilidade das dietas

N&o houve interagcéo entre dieta e idade para metabolizabilidade das racoes
(Tabela 31). Entretanto, a dieta Si100% proporcionou maior valor de EMA e EMAN
em relacdo a Sm100%, tendo as demais dietas valores intermediarios e similares.
Os CMMS de Si100% e PSm-Si foram maiores que Sm100% e PSi-Sm. A forma do
grao de sorgo utilizado na fase pré-inicial ndo influenciou estas variaveis. Porém, a
utilizacdo de sorgo inteiro apos esta fase levou a uma maior EMA, EMAn e CMMS
(3642 kcallkg, 3428 kcal/kg e 75,93%, respectivamente) em relacdo ao uso do sorgo
moido (3532 kcal/kg, 3320 kcal/kg e 72,52%).



Tabela 29 - Morfometria e contagem de células caliciformes no jejuno de frangos de corte aos 10 dias de idade, alimentados com

dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro (r=8)

Dieta Contraste!
Sm100%  Sil00%  PSm-Si PSi-Sm CV (%)  Pvalor 1 2
Altura dos vilos (um) 801a 701ab 720ab 642b 17,10 0,0304 0,0177 0,7628
Profundidade de criptas (um) 203 178 212 181 28,29 0,4596
Relagéo vilo:cripta 4,2 4,2 3,9 3,7 34,12 0,7027
Area de absorcéo 16,3 16,3 15,1 13,2 21,54 0,1846
Células caliciformes (100 um) 12,8 9,2 10,9 11,2 27,78 0,3239

Médias com letras diferentes se diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si1l00%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Tabela 30 - Pesos absolutos e relativos da moela e de sua membrana em frangos de corte, de 10 e 21 dias de idade, alimentados

dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro (r=8)

Dieta Idade (dias) CV (%) Pvalor Contraste?
Sm100% Sil00% PSm-Si PSi-Sm 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2
Moela (g) 16,42ab 17,07ab 18,00a 15,21b 9,69b 23,66a 45,03 0,0152 <0,0001 0,2310 0,5774 0,3695
Moela (%) 3,00b 3,68a 349a  3,15b 4,11a 2,55b 27,77 <0,0001 <0,0001 0,5129 0,4463 0,0241
Membrana (g) 2,84 2.32 2,47 2,42 155b 3.47a 45,15 0,0610 <0,0001 0,1415

Membrana (%) 16,54a  13,66b 13,97b 16,74a 15,98a 14,47b 17,44 0,0001 0,0094 0,2347

09497  <0,0001

Médias com letras diferentes se diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
IContrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

oTT



Tabela 31 - Energia metabolizavel aparente (EMA), energia metabolizavel aparente corrigida para nitrogénio (EMAN) e coeficiente
de metabolizabilidade aparente da matéria seca (CMMS) das diferentes dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro

para frangos de corte nos periodos de 8 a 12 dias e 17 a 21 dias de idade, com base na matéria seca (r=10)

Dieta Idade (dias) CV (%) Pvalor Contraste?

Sm100% Sil00% PSm-Si PSi-Sm 10 19 Dieta Idade Dxl 1 2
EMA (kcal/kg) 3518c 3664a 3620ab 3546bc 3444b  3730a 5,18 <0,0001 <0,0001 0,1311 0,3566 0,0022
EMAnN (kcal/kg) 3309c 3446a 341lab 3332bc 3243b  3506a 5,09 <0,0001 <0,0001 0,1351 0,3110 0,0034
CMMS (%) 72,190  76,63a 75,24a 72,86b 71,47b 76,99a 541 <0,0001 <0,0001 0,1166 0,2123 <0,0001

Médias com letras diferentes se diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
IContrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

TTT
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3.3.4 Microbiota do intestino delgado
3.3.4.1 Filo

Na microbiota do intestino delgado de frangos de corte aos 10 e 21 dias de
idade, foram encontrados 24 diferentes filos, sendo que o0s cinco principais
corresponderam a 99,71% do total de bactérias (Tabela 32). Nao houve interacéo
entre dieta e idade para estes filos. Porém, maior porcentagem de Firmicutes foi
observado com as dietas Sm100% e PSi-Sm em relacdo a Si1l00%, tendo a dieta
PSm-Si valores similares. A forma do sorgo na racao pré-inicial ndo influenciou o filo
Firmicutes, mas apos esta fase o uso de sorgo inteiro levou a uma diminuicao deste
filo (84,61%) em relacdo ao sorgo moido (92,43%). Para o filo Actinobacteria, o uso
da dieta Sm100% levou a uma menor porcentagem deste filo em relagdo ao uso de
Si100%, tendo as demais dietas valores similares. A forma do sorgo na ragao pré-
inicial também né&o influenciou este filo, mas apés esta fase o uso de sorgo inteiro
levou a um aumento de Actinobacteria (14,52%) em relacdo ao uso do sorgo moido
(6,83%). Os demais filos analisados nédo foram influenciados pelas dietas. Apenas o

filo Bacteroidetes foi influenciado com a idade, aumentando de 10 para 21 dias.

3.3.4.2 Classe

Foram encontradas 52 diferentes classes de bactérias, sendo que as cinco
principais representaram 99,29% do total de bactérias presentes no intestino
delgado (Tabela 33). Ndo houve interacdo entre dieta e idade para as classes
analisadas. Aves alimentadas com Sm100% apresentaram mesma porcentagem da
classe Clostridia que aquelas alimentadas com PSi-Sm, porém maior porcentagem
em relacdo a PSm-Si e Sil00%. A racdo na fase preé-inicial ndo influenciou a
porcentagem desta classe, mas o0 uso de sorgo inteiro apés esta fase levou a uma
menor porcentagem da classe Clostridia (9,38%) quando comparado com o
consumo de sorgo inteiro (21,99%). Para a classe Actinobacteria, o consumo de
Sil100% levou a uma maior porcentagem desta classe em comparagdo com
Sm100%, apresentando as demais dietas valores similares. A forma do sorgo
utilizada na ragéo preé-inicial também néo influenciou a porcentagem desta classe no
intestino delgado, mas o0 uso de sorgo inteiro apds esta fase gerou um aumento da
porcentagem de Actinobacteria (14,45%) em relacdo ao uso de sorgo moido
(6,81%). O aumento da idade proporcionou uma diminuicdo de bactérias da classe

Clostridia e um aumento de bactérias da classe Bacilli.



Tabela 32 - Porcentagem dos principais filos de bactérias do intestino delgado de frangos de corte alimentados com diferentes

dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor Contrastet
Sm100% Si100% PSm-Si  PSi-Sm 10 21 Dieta Idade  Dxl 1 2
Firmicutes (%) 92,890a 83,207b 86,009ab 91,963a 89,591 87,444 0,0069 0,3076 0,0857 0,4078 0,0015
Actinobacteria (%) 6,406b 15,933a 13,108ab 7,265ab 9,718 11,638 0,0063 10,8723 0,2351 0,1656 0,0010
Proteobacteria (%) 0,366 0,537 0,470 0,441 0,336 0,571 0,8623 0,0779 0,5224 . .
Bacteroidetes (%) 0,040 0,032 0,034 0,048 0,022b 0,055a 0,8129 0,0250 0,4046
Cyanobacteria (%) 0,014 0,020 0,026 0,020 0,022 0,018 0,4452 0,4260 0,3230

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Tabela 33 - Porcentagem das principais classes de bactérias do intestino delgado de frangos de corte alimentados com diferentes

dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor Contrastet
Sm100%  Si100% PSm-Si PSi-Sm 10 21 Dieta Idade DxI 1 2
Bacilli (%) 68,816 75,792 74,381 71,706 68,267b  77,080a 0,6445 0,0420 0,2959 . .
Clostridia (%) 23,913a  7,293c 11,473bc  20,063ab 21.164a 10,207b 0,0027 0,0021 0,7677 0,3436 0,0011
Actinobacteria (%) 6,378b 15,886a 13,012ab  7,239ab 9,663 11,594 0,0076 0,8559 0,2245 0,1596 0,0014
Gammaproteobacteria (%) 0,182 0,271 0,123 0,217 0,148 0,248 0,7861 0,2339 0,1888 . .
Alphaproteobacteria (%) 0,094 0,108 0,118 0,118 0,095 0,124 0,8387 0,1727 0,4013

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).
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3.3.4.3 Ordem

No intestino delgado das aves analisadas foram encontradas 104 diferentes
ordens de bactéria, sendo que as dez principais representam 98,56% do total de
bactérias (Tabela 34). InteracGes entre dieta e idade foram observadas nas ordens
Lactobacillales, Bacillales e Turicibacterales (Tabela 35). As dietas nao influenciaram
estas ordens aos 10 dias de idade, mas aos 21 dias maior porcentagem de
Lactobacillales foi encontrado em aves alimentadas com Sm100% em relacdo a
Si100%, apresentando as demais dietas niveis similares. Para a ordem
Lactobacillales apenas a forma do sorgo apds a racdo pré-inicial influenciou sua
porcentagem, sendo que o uso do sorgo inteiro diminuiu sua porcentagem (43,05%)
em relacdo ao uso de sorgo moido (69,30%). Apenas aves alimentadas com Si100%
tiveram influéncia da idade, diminuindo a porcentagem de Lactobacillales com o
aumento da idade.

Aos 21 dias de idade, as dietas Si100% e PSm-Si levaram a uma maior
porcentagem da ordem Bacillales do que as dietas Sm100% e PSi-Sm. O uso de
sorgo inteiro tanto na racdo pré-inicial quanto apds esta fase resultou em maior
porcentagem de Bacillales (24,90% e 37,18% respectivamente) em rela¢gédo ao sorgo
moido (20,05% e 7,78% respectivamente). Apenas as dietas Sil00% e PSm-Si
tiveram influéncia da idade, aumentando a porcentagem de Bacillales com a idade.

Maior porcentagem de Turicibacterales foi observada com o uso da dieta
Sm100% em relacdo as demais. O uso de sorgo moido tanto na fase pré-inicial
guanto nas demais resultou em maior porcentagem desta ordem (0,88% e 0,86%
respectivamente) em relagcéo ao sorgo inteiro (0,057% e 0,074% respectivamente).

A dieta Sm100% resultou em porcentagem da classe Clostridiales similar a
dieta PSi-Sm e maior que Si100% e PSm-Si. A forma do sorgo da ragéo pré-inicial
nao influenciou a porcentagem desta classe, mas apos esta fase o uso do sorgo
inteiro diminuiu a porcentagem de Clostridiales (9,32%) em relacdo ao sorgo moido
(21,91%). Por outro lado, o uso de Si1l00% levou a uma maior porcentagem da
ordem Actinomycetales em comparacao ao uso de Sm100%, tendo as demais dietas
porcentagens similares. A forma do grdo nos sete primeiros dias nao influenciou a
porcentagem desta ordem no intestino delgado, porém o uso de sorgo inteiro apos
esta idade aumentou a porcentagem de Actinomycetales (14,44%) em comparacgao
ao uso de sorgo moido (6,80%). Em relacdo a idade, a porcentagem de Clostridiales

diminuiu com a idade, enquanto Pseudomonadales aumentou com a idade.



Tabela 34 - Porcentagem das principais ordens de bactérias do intestino delgado de frangos de corte alimentados com diferentes

dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste?
Sm100% Sil00% PSm-Si PSi-Sm 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2
Lactobacillales (%) 62,646 52,440 56,587 64,097 61,710 56,175 0,2764 0,2440 0,0070 . .
Clostridiales (%) 23,832a  7,240c 11,404bc  19,989ab 21,094a 10,139b 0,0027 0,0021 0,7690 0,3465 0,0011
Bacillales (%) 5,400 25,422 19,412 7,432 6,356 22,477 <0,0001 <0,0001 <0,0001 . .
Actinomycetales (%) 6,369b 15,878a 12,997ab  7,225ab 9,654 11,581 0,0075 0,8581 0,2237 0,1601 0,0014
Turicibacterales (%) 0,865 0,082 0,085 0,048 0,070 0,470 <0,0001 <0,0001 <0,0001 .
Enterobacteriales (%) 0,054 0,105 0,059 0,073 0,053 0,092 0,7283 0,3780 0,3864
Burkholderiales (%) 0,053 0,092 0,061 0,067 0,053 0,084 0,9506 0,2151 0,3830
Rhizobiales (%) 0,044 0,060 0,050 0,059 0,049 0,058 0,7637 0,3629 0,5826
Erysipelotrichales (%) 0,044 0,022 0,039 0,037 0,046 0,026 0,8133 0,2566 0,3320
Pseudomonadales (%) 0,026 0,028 0,029 0,042 0,020b 0,042a 0,8689 0,0391 0,2347

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
IContrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Tabela 35 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para a porcentagem das ordens Lactobacillales, Bacillales e

Turicibacterales presentes no intestino delgado de frangos de corte alimentados com diferentes dietas a base de

sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade . Dieta . . Pvalor Contraste!
Sm100% Si100% PSm-Si PSi-Sm 1 2

10 dias 54,280 66,678A 65,278 60,605 0,5451 . .
Lactobacillales (%) 21 dias 71,013a 38,201Bb 47,896ab 67,590ab 0,0041 0,3080 0,0011

Pvalor 0,0836 0,0052 0,0730 0,4584

10 dias 3,986 9,686B 5,627B 6,215 0,1397 . .
Bacillales (%) 21 dias 6,904b 41,158Aa 33,198Aa 8,648b <0,0001 0,0435 <0,0001

Pvalor 0,2258 <0,0001 <0,0001 0,3243

10 dias 0,045B 0,095 0,089 0,049 0,9536 . .
Turicibacterales (%) 21 dias 1,685Aa 0,068b 0,081b 0,046b <0,0001 <0,0001 <0,0001

Pvalor <0,0001 0,8126 0,9430 0,9801

Médias seguidas de letras mindsculas (mailsculas) iguais na linha (coluna) ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
1Contrastes: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).
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3.3.4.4 Familia

Foram encontradas 238 diferentes familias de bactérias no intestino delgado
dos frangos de corte, sendo que as dez familias mais frequentes representaram
88,98% do total de bactérias (Tabela 36). Interacéo entre dieta e idade foi observada
para as familias Lactobacillaceae, Staphylococcaceae, Enterococcaceae e
Peptostreptococcaceae. As dietas influenciaram a porcentagem de Lactobacillaceae
no intestino delgado aos 10 e 21 dias de idade, porém, néo foi possivel detectar a
diferenca entre as médias pelo teste de Tukey 5% (Tabela 37). A forma do gréo na
dieta pré-inicial ndo influenciou a porcentagem desta familia, mas apos esta fase o
uso do sorgo inteiro aumentou a porcentagem de Lactobacillaceae aos dez dias de
idade (56,08%) e diminuiu aos 21 dias de idade (34,36%) em comparacdo ao uso do
sorgo moido (30,81% e 61,68% respectivamente). A idade nao influenciou a
porcentagem de Lactobacillaceae em aves alimentadas com a dieta PSm-Si, mas
aumentou com a idade naquelas alimentadas com Sm100% e PSi-Sm e diminuiu
com Si100%.

Aos dez dias de idade, a dieta ndo influenciou a porcentagem de
Staphylococcaceae. Entretanto, aos 21 dias, maior porcentagem desta familia foi
observada em intestino delgado de aves alimentadas com Si100% e PSm-Si em
comparacdo aquelas com Sm100% e PSi-Sm. A forma do grdo de sorgo nos
primeiros sete dias nao influenciou a porcentagem desta familia, mas apds esta
idade o uso de sorgo inteiro aumentou a porcentagem de Staphylococcaceae
(34,221%) em relacdo ao uso de sorgo moido (6,851%). A idade néo influenciou a
porcentagem desta familia em aves alimentadas com Sm100% e PSi-Sm, mas
aumentou com a idade em aves alimentadas em Si1l00% e PSm-Si.

Frangos de corte alimentadas com PSi-Sm apresentaram maior porcentagem
da familia Enterococcaceae em relacdo aqueles alimentados com PSm-Si aos 10
dias de idade, tendo porcentagens semelhantes as demais dietas. Porém, este efeito
nao foi observado aos 21 dias de idade. A forma do sorgo apenas teve influéncia
quando fornecido apo0s a ragdo pré-inicial, sendo que o consumo de sorgo inteiro
levou a uma diminuicdo da porcentagem de Enterococcaceae (8,33%) em relagcéo ao
consumo de sorgo moido (19,263%). Quando os frangos foram alimentados com
PSm-Si, a porcentagem de Enterococcaceae néo foi influenciada pela idade. Porém,
houve uma diminui¢do na porcentagem desta familia com aumento da idade quando

as estes foram alimentadas nas demais dietas.



Tabela 36 - Porcentagem das principais familias de bactérias do intestino delgado de frangos de corte alimentados com diferentes

dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste!
Sm100% Sil00% PSm-Si  PSi-Sm 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2
Lactobacillaceae (%) 45,31 42,14 48,30 47,18 43,446 48,019 0,8449 0,3851  0,0004
Staphylococcaceae (%) 4,844 22,366 17,640 6,322 5,049 20,537 <0,0001 <0,0001 <0,0001 . .
Clostridiaceae (%) 16,888a 5,315bc 4,757c  11,65l1ab 13,688a 5,617b 0,0010 0,0005 0,7532 0,7028 0,0009
Enterococcaceae (%) 11.363 7,222 4,545 11,382 13,796 3,461 0,0965 <0,0001 0,0445
Corynebacteriaceae (%) 2,814 6,295 6,268 4,327 4,423 5,430 0,0523 0,5892  0,2480 . .
Brevibacteriaceae (%) 0,363b 2,966a 2,352a  0,687b 0,916b  2,267a <0,0001 0,0424 0,1218 0,1053 <0,0001
Lachnospiraceae (%) 1,619 0,867 1,225 2,189 1,668 1,278 0,3932 0,1639 0,1844 . .
Dermabacteraceae (%) 0,558c 2,684a 1,943ab 0,830bc 1,364 1,643 0,0013 0,6884 0,4808 0,1435 <0,0001
Peptostreptococcaceae (%) 4,510 0,690 0,552 0,330 0,536 2,505 0,0007 0,0065 <0,0001
Aerococcaceae (%) 0,838 1,384 1,497 0,899 0,968 1,341 0,1127 0,2381 0,6814

Médias com letras diferentes se diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm- S|)

Tabela 37 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para a porcentagem das familias de bactérias do intestino delgado de

frangos de corte alimentados com diferentes dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade Dieta Pvalor Contraste*
Sm100% Sil00% PSm-Si PSi-Sm 1 2
Lactobacillaceae (%) 10 dias 28,788B 54,313A 57,849 32,836B 0,0179* 0,9739 0,0064
21 dias 61,835A 29,961B 38,756 61,524A 0,0085* 0,9550 0,0070
Pvalor 0,0039 0,0270 0,0771 0,0105
Staphylococcaceae (%) 10 dias 3,382 7,367B 4,202B 5,246 0,3629 . .
21 dias 6,306b 37,365Aa 31,078Aa 7,397b <0,0001 0,0831 <0,0001
Pvalor 0,2176 <0,0001 <0,0001 0,3606
Enterococcaceae (%) 10 dias 18,653Aab 10,824Aab 5,833b 19,873Aa 0,0081 0,3320 0,0085
21 dias 4,074B 3,620B 3,257 2,892B 0,9185
Pvalor 0,0004 0,0294 0,2478 <0,0001
Peptostreptococcaceae (%) 10 dias 0,347B 0,830 0,673 0,295 0,0937 . .
21 dias 8,673Aa 0,550b 0,432b 0,365b <0,0001 0,0003 0,0012
Pvalor <0,0001 0,4632 0,3913 0,7959

Médias seguidas de letras mintsculas (mailsculas) iguais na linha (coluna) ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
1Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si). *O teste de Tukey nédo foi capaz de detectar diferencas entre as médias.
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A porcentagem de Peptostreptococcaceae nao foi influencia pela dieta aos 10
dias de idade. Mas, aos 21 dias de idade, aves alimentadas com Sm2100%
apresentaram porcentagem mais alta de Peptostreptococcaceae que as demais
aves. O uso de sorgo moido na fase pré-inicial e nas demais levou a uma maior
porcentagem desta familia (4,55% e 4,52% respectivamente) em comparagdo ao
uso de sorgo inteiro (0,457% e 0,491% respectivamente). Apenas aves alimentadas
com Sm100% tiveram a porcentagem de Peptostreptococcaceae influenciada pela
idade, aumentando com a mesma.

Frangos de corte alimentados com Sm100% apresentaram porcentagem da
familia Clostridiaceae semelhante aqueles alimentados com PSi-Sm e maior que
agueles alimentados com Si100% e PSm-Si (Tabela 36). A utilizacdo de sorgo inteiro
na fase pré-inicial ndo influenciou a porcentagem desta familia, mas seu uso apos
esta fase levou a uma diminuicdo de Clostridiaceae (5.04%) em comparagédo com o
uso de sorgo moido (14,27%). A porcentagem da familia Clostridiaceae diminuiu
com a idade.

Por outro lado, maior porcentagem de Brevibacteriaceae foi observada em
frangos alimentados com Si1l00% e PSm-Si. O uso de sorgo inteiro influenciou a
porcentagem desta familia apenas quando usado apds a fase pré-inicial, sendo
maior (2,66%) em comparacao aos frangos alimentados com sorgo moido (0,525%).
A idade influenciou a porcentagem Brevibacteriaceae, aumentando com a idade.

Do mesmo modo, aves alimentadas com Si100% apresentaram porcentagem
de Dermabacteraceae semelhante aquelas alimentadas com PSm-Si e maior que
Sm100% e PSi-Sm. O uso de sorgo inteiro apos a fase pré-inicial aumentou a
porcentagem desta familia (2,313%) em relacdo ao uso de sorgo moido (0,694%). A

idade nao teve influéncia sobre esta familia.

3.3.4.5 Género

Foram encontrados um total de 643 diferentes tipos diferentes de género de
bactérias no intestino delgado das aves analisadas, sendo que os 20 géneros mais
frequentes representaram 88,32% do total de bactérias (Tabela 38). Foram
observadas interagcbes entre dieta e idade para 0s géneros Lactobacillus,
Staphylococcus, Enterococcus, Alkaliphilus, Pediococcus e Turicibacter. Foram
observadas diferencas para Lactobacillus aos 10 e 21 dias de idade, porém, o teste

de Tukey 5% néo foi capaz de detectar as diferencas entre as médias (Tabela 39).



Tabela 38 - Porcentagem dos principais géneros de bactérias do intestino delgado de frangos de corte alimentados com diferentes

dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste?

Sm100% Si1l00% PSm-Si  PSi-Sm 10 21 Dieta Idade DxI 1 2
Lactobacillus (%) 44,866 41,327 47,511 46,706 42.719 47,482 0,8357 0,3638 0,0004
Staphylococcus (%) 4,143 20,395 13,831 5,541 4,064 17,891 <0,0001 <0,0001 <0,0001 . .
Clostridium (%) 17,304a 5,235b 4,586b 11,005ab 13,460a 5,605b  0,0010 0,0006 0,9166 0,5916 0,0009
Enterococcus (%) 11,173 7,053 4,409 11,225 13,583 3,348 0,0928 <0,0001 0,0461
Corynebacterium (%) 2,814 6,295 6,268 4,327 4,423 5,430 0,0523 0,5892 0,2480 . .
Brevibacterium (%) 0,363b 2,966a 2,352a 0,687b 0,916b 2,267a <0,0001 0,0424 0,1218 0,1053 0,0002
Brachybacterium (%) 0,558¢ 2,684a 1,943ab 0,830bc 1,364 1,643 0,0013 0,6869 0,4802 0,1443 <0,0001
Alkaliphilus (%) 3,752 0,628 0,625 0,460 0,564 2,079 <0,0001 <0,0001 <0,0001 . y
Jeotgalicoccus (%) 0,569c 1,632a 1,722ab 0,617bc 0,854 1,415 0,0011 0,2254 0,0706  0,3450 0,0003
Blautia (%) 1,109 0,637 0,744 1,682 1,073 1,013 0,2821 0,3769 0,1909 .
Weissella (%) 0,581 0,946 1,287 0,898 0,173b 1,683a  0,4305 <0,0001 0,5467
Facklamia (%) 0,523 0,910 1,004 0,537 0,722 0,765 0,0520 0,9547 0,4702 . .
Dietzia (%) 0,258c 0,908a 0,613ab 0,398bc 0,572 0,517 0,0005 0,1514 0,1558 0,0456 0,0002
Ruminococcus (%) 0,432 0,163 0,588 0,425 0,587a 0,217b  0,4494 0,0061 0,0931
Faecalibacterium (%) 0,472 0,141 0,377 0,776 0,387 0,496 0,1128 0,9476 0,0867
Aerococcus (%) 0,300 0,359 0,429 0,322 0,195b 0,510a 0,5185 0,0014 0,6768
Pediococcus (%) 0,253 0,374 0,343 0,284 0,361 0,266 0,1914 0,0873 0,0307 . .
Bacillus (%) 0,108b 0,499a 0,327a 0,223ab 0,257 0,321 0,0085 0,3377 0,4969 0,0676 0,0015
Streptococcus (%) 0,682 0,070 0,112 0,182 0,041b 0,480a 0,1835 0,0004 0,2402 . .
Turicibacter (%) 0,865 0,082 0,085 0,048 0,070 0,470 <0,0001 <0,0001 <0,0001
indice de Shannon 1.669 2,014 1,872 1,689 1.769 1,854 0,2476  0,5338 0,2339

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

IContraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).
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Tabela 39 - Desdobramento da interacéo entre dieta e idade para a porcentagem dos géneros de bactérias do intestino delgado de

frangos de corte alimentados com diferentes dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade

(r=4)
Idade - Dieta . - Pvalor Contraste
Sm100% Si100% PSm-Si PSi-Sm 1 2

10 dias 28,363B 53,334A 56,900 32,279B 0,0201* 0,9819 0,0067
Lactobacillus (%) 21 dias 61,370A 29,319B 38,123 61,133A 0,0078* 0,5295 0,0019

Pvalor 0,0038 0,0285 0,0808 0,0099

10 dias 2,485B 6,067B 3,296B 4,408 0,1936 . .
Staphylococcus (%) 21 dias 5,800Ab 34,722Aa 24,366Aa  6,674b <0,0001 0,1124 <0,0001

Pvalor 0,0484 <0,0001 <0,0001 0,3361

10 dias 18,371Aab 10,611Aab 5,699b 19,650Aa 0,0080 0,3366 0,0088
Enterococcus (%) 21 dias 3,976B 3,495B 3,119 2,801B 0,9198

Pvalor 0,0004 0,0301 0,2438 <0,0001

10 dias 0,491B 0,761 0,706 0,296 0,2029 . ..
Alkaliphilus (%) 21 dias 6,653Aa 0,493b 0,544b 0,624b <0,0001 <0,0001 <0,0001

Pvalor <0,0001 0,3866 0,4853 0,2787

10 dias 0,236b 0,560Aa 0,338ab 0,309ab 0,0158 0,1324 0,0276
Pediococcus (%) 21 dias 0,270 0,187B 0,347 0,259 0,2698

Pvalor 0,6716 0,0015 0,9810 0,7922

10 dias 0,045B 0,095 0,089 0,049 0,9536 . ..
Turicibacter (%) 21 dias 1,685Aa 0,068b 0,081b 0,046b <0,0001 <0,0001 <0,0001

Pvalor <0,0001 0,8126 0,9430 0,9801

Médias seguidas de letras minUsculas (mailsculas) iguais na linha (coluna) ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).

*O teste de Tukey nao foi capaz de detectar diferengas entre as médias.
1Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

0ct
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A forma do sorgo na ragdo pré-inicial ndo alterou a porcentagem deste
género. Entretanto, o uso de sorgo inteiro ap0s esta fase levou a um aumento de
Lactobacillus aos 10 dias e uma diminuicdo aos 21 dias (55,12% e 33,72%
respectivamente) em comparacdo ao uso de sorgo inteiro (30,32% e 61,25%
respectivamente). A idade néo influenciou a porcentagem deste género para a dieta
PSm-Si, mas aumentou nas dietas Sm100% e PSi-Sm e diminuiu na Si100%, com o
aumento da idade

Aos 10 dias de idade, as dietas nao influenciaram a porcentagem do género
Staphylococcus, mas aos 21 dias, as dietas Sil00% e PSm-Si resultaram em maior
porcentagem deste género em comparacao as demais dietas. O uso de sorgo inteiro
apo6s a fase pré-inicial levou a uma maior porcentagem de Staphylococcus (29,54%)
em relacdo ao uso do sorgo moido (6,24%). A idade néo influenciou a porcentagem
deste género em frangos alimentados com PSi-Sm, mas o0 aumento da idade levou a
um aumento de Staphylococcus naqueles alimentados com as demais dietas.

A dieta PSi-Sm levou a uma porcentagem de Enterococcus semelhante a
Si100% e Sm100% e maior que PSm-Si aos 10 dias de idade, efeito este nédo
observado aos 21 dias. O uso de sorgo inteiro apés a fase inicial levou a uma menor
porcentagem de Enterococcus (8,15%) do que o uso de sorgo moido (19,01%). A
porcentagem deste género em frangos alimentados com PSm-Si ndo foi influenciada
pela idade, mas diminuiu com o aumento da idade nas demais dietas.

A porcentagem de Alkaliphilus n&o foi influenciada pela dieta aos 10 dias de
idade. Porém, aos 21 dias, a dieta Sm100% proporcionou maior porcentagem deste
género do que as demais dietas. O uso de sorgo moido na fase pré-inicial e apos
esta fase levou a um aumento de Alkaliphilus (3,60% e 3,64% respectivamente) em
relacdo ao uso do sorgo inteiro (0,558% e 0,518% respectivamente).

Por outro lado, a dieta influenciou a porcentagem de Pediococcus, sendo que
a dieta Sil00% levou a uma maior porcentagem desse género em relacdo a
Sm100%, apresentando as demais dietas porcentagens semelhantes. O uso de
sorgo inteiro apds a racao pré-inicial levou a um aumento de Pediococcus (0,449%)
em comparagao ao uso de sorgo moido (0,272%), sendo este efeito ndo observado
aos 21 dias de idade. Apenas aves alimentadas com Sil00% foram tiveram
influéncia da idade, tendo uma diminuicdo de Pediococcus com o0 aumento da idade.

Para o género Turicibacter, apenas aos 21 dias, a dieta teve influéncia sendo

maior com o uso de Sm100% do que com as demais dietas. O uso de sorgo moido
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na fase pré-inicial e nas demais levou a um aumento de Turicibacter (0,883% e
0,865% respectivamente) em comparacdo a o uso de sorgo inteiro (0,057% e
0,074% respectivamente). Apenas aves alimentadas com Sm100% tiveram a
porcentagem de Turicibacter influenciada pela idade, aumentado com o aumento da
mesma.

O uso de Sm100% resultou em maior porcentagem de Clostridium que o uso
de Sil00% e PSm-Si, sendo PSi-Sm semelhante as dietas. O consumo de sorgo
inteiro levou a uma diminuicdo de Clostridium (4,91%) em relacdo ao sorgo moido
(14,15%) apenas quando usado apés a fase pré-inicial. Maior porcentagem de
Brevibacterium foi observada com o uso de Sil00% e PSm-Si em relacdo a
Sm100% e PSi-Sm. Para este género, o sorgo inteiro levou a um aumento de
Brevibacterium (2,66%) em comparacdo com o sorgo moido (0,694%) apenas a
qgquando consumido apos a fase pré-inicial. Frangos alimentados com Sil00%
apresentaram porcentagens de Brachybacterium, Jeotgalicoccus e Dietzia
semelhantes aqueles alimentados com PSm-Si e maior que quando alimentados
com Sm100% e PSi-Sm. A utilizacdo de sorgo inteiro apds a fase pré-inicial levou a
um aumento na porcentagem destes géneros (2,31%, 1,68% e 0,760%
respectivamente) em comparacao a utilizacdo de sorgo moido (0,694%, 0,593% e
0,328% respectivamente). Entretanto, apenas para o género Dietzia o consumo de
sorgo inteiro na fase pré-inicial gerou um aumento de sua porcentagem (0,653%) em
relacdo ao sorgo moido (0,435%). O uso de Sil00% e PSm-Si levaram a uma
porcentagem de Bacillus semelhante ao uso de PSi-Sm e maior que Sm100%. O
uso de sorgo inteiro proporcionou um aumento na porcentagem deste género
(0,413%) em comparacdo ao uso de sorgo moido apos a fase pré-inicial (0,165%).
Com a aumento da idade, as porcentagens de Brevibacterium, Weissella,
Aerococcus e Streptococcus aumentaram, enquanto que Clostridium e
Ruminococcus diminuiram no intestino delgado dos frangos avaliados. A riqueza da
microbiota ndo foi influenciada pelas dietas nem pelas diferentes idades, como
mostrado pelo indice de Shannon.

Em relacéo a estrutura da microbiota, esta foi agrupada em quatro diferentes
“clusters” (Figura 6-A). O “cluster” com menor similaridade em relacdo aos demais é
composto por cinco amostras de microbiota aos 10 dias de idade, apresentando
predominancias de aves alimentadas com Sm100% (n=3) e PSi-Sm (n=2), ou seja,

aves que recebiam sorgo moido no dia desta avaliagdo. Este “cluster” apresentou
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predominancia dos géneros Clostridium e Enterococcus. Os outros trés “clusters”
apresentam maior similaridade entre si, sendo o menos similar formado por
amostras de aves aos 21 dias de idade alimentadas com sorgo inteiro no dia da
coleta (Si1l00% e PSm-Si), se diferenciando dos demais pela maior porcentagem de
Staphylococcus. Os outros dois “clusters” apresentaram maior similaridade entre si.
Amostras de microbiota de aves aos 21 dias de idade alimentadas com sorgo moido
(Sm100% e PSi-Sm) apresentaram grande similaridade entre si e tiveram como
caracteristica a grande predominéancia do género Lactobacillus. O outro “cluster”
também apresentou predominancia de Lactobacillus, porém foi representado por
amostras de microbiota de aves mais jovens (10 dias). Dentro deste grupo, foi
observado certo grau de agrupamento entre aves alimentadas com sorgo inteiro ou
moido.

Em relacdo as distancias entre as amostras, foi observada uma separacdo
entre as amostras de aves aos 10 dias e 21 dias de idade (Figura 6-B). Aos 10 dias
de idade, as amostras de microbiota se concentraram na regido do grafico com valor
positivo de PCoA 1, enquanto as amostras de microbiota aos 21dias se
concentraram na regidao com valores negativos. Em relacdo ao eixo PCoA 2, as
amostras de 10 dias se concentraram em valores proximos a zero, enquanto em
aves mais velhas as amostras se distribuiram amplamente entre valores positivos e
negativos. As diferentes formas de utilizacdo do sorgo também exerceram influéncia
entre as distancias das amostras de microbiota. Amostras de microbiota de aves
alimentadas com sorgo inteiro aos 10 dias de idade (Sil00% e PSm-Si)
apresentaram menor distancia entre si e maior distancia em relacdo as amostras de
aves alimentadas com sorgo moido nesta idade (Sm100% e PSi-Sm). Porém, este
distanciamento entre as estruturas da microbiota do intestino delgado € muito mais
evidente aos 21 dias de idade, onde as aves alimentadas com sorgo moido
(Sm100% e PSi-Sm) apresentam valores positivos de PCoA 2, enquanto aves
alimentadas com sorgo inteiro (Sil00% e PSm-Si) apresentaram valores negativos.
Dentro destes grupos (Sm100% e PSi-Sm; Sil00% e PSm-Si), as amostras

apresentaram distancias similares.



124

0 I psicsm - 21d
B0 sm100% - 21d
I TTIIN psi-sm - 21d
T AT sm100% - 21d
[ WA  ¥rsism-21d
T psi-sm - 21d
T NN sm100% - 21d
T IS sm100% - 21d

- I sm100% - 10d

[T T psi-sm - 10d
[ I WU ®sio00%-10d
I T TR TNIN0 si100% - 10d
T T psi-sm - 10d
T W psm-si- 10d

- TN si100% - 10d

[ T T TTTTINN 1 psm-si-10d
T T CEEINE""] pSm-si - 10d

- 0N si100% - 20d

T TR0 psmesi- 21d
T T T TTTENN"] Psm-si-10d
TN si100% - 21d
TN psmsi - 21d
O T ORI si100% - 21d
I T psmesi- 21d
AT I sin00% - 21d
T psm-si- 21d
Tl Si100% - 21d
(N I TN sm100% - 10d
[T T Psi-Sm - 10d

. || M sm100% - 10d

[ IET N sm100% - 10d
I EE N B esism-10d

Género:

[ Lactobacillus

B Staphylococcus
M Clostridium

B Enterococcus

|| Corynebacterium
{7 Brevibacterium
[ Brachybacterium

B Jeotgalicoccus
M Bloutio

|| Weissello

[T Ruminococcus

"l Faecalibacterium
[7] Outros

M N3o classificados

B Alkoliphitus
' <
®
- ’ ..
9 9 . e .
z 0 . o ’ . ‘
o
¢
o
4
PCoAl
10dias  21dias
Sm100% °
51100% L) °
PSm-Si © +
PSi-Sm ° B

Figura 6 - Dendrograma de agrupamento hierarquico (A) e grafico de andlises de
coordenadas principais (B) a nivel de género de bactérias do intestino
delgado de frangos de corte, de 10 e 21 dias de idade, alimentados com

dietas a base de moido e/ou inteiro
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3.3.5 Microbiota dos cecos
3.3.5.1 Filo

Nos cecos, 24 filos de bactérias foram encontrados, sendo que 0s cinco mais
frequentes totalizam 97,02% destas bactérias (Tabela 40). Ndo foram observadas
interacbes entre dieta e idade para estes filos e tampouco as dietas testadas
influenciaram a suas porcentagens. Entretanto, com a idade, as porcentagens de

Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria diminuiram e Bacteroidetes aumentou.

3.3.5.2 Classe

As cinco classes mais observadas, entre as 46 encontradas, representaram
94,21% do total de bactérias (Tabela 41). Interacéo entre dieta e idade foi observada
apenas para a classe Gammaproteobacteria, onde a dieta PSi-Sm levou a uma
maior porcentagem desta classe em relagéo as outras (Tabela 42). O uso de sorgo
inteiro na fase pré-inicial resultou em um aumento de Gammaproteobacteria (2,53%)
em comparacao ao sorgo moido (1,57%). Porém, quando utilizado apés a fase pré-
inicial levou a uma diminuicdo desta classe (1,73%) em comparacdo ao sorgo moido
(2.37%). A dieta ndo influenciou as demais classes, mas o0 aumento da idade levou a
uma diminui¢do de Clostridia e aumento de Bacteroidia.

3.3.5.3 Ordem

As 10 principais ordens, de um total de 91, representaram 93,88% das
bactérias dos cecos (Tabela 43). Houve interacéo entre dieta e idade apenas para a
ordem Enterobacteriales (Tabela 44). Aos 10 dias, o uso de PSi-Sm levou a uma
maior porcentagem desta ordem do que as demais dietas. O sorgo inteiro na fase
pré-inicial levou a uma maior porcentagem de Enterobacteriales (2,17%) em relacéo
ao sorgo moido (1,18%), enquanto que o0 seu uso apos esta fase levou a uma menor
porcentagem (1,34%) em comparacao ao sorgo moido (2.03%). Apenas em PSm-Si
e PSi-Sm houve uma diminui¢cdo de Enterobacteriales com o aumento da idade.

A dieta PSm-Si proporcionou porcentagem semelhante de Bacillales em
comparacdo a Sil00% e PSi-Sm e maior porcentagem em relagdo a Sm100%. O
uso de sorgo inteiro resultou em maior porcentagem de Bacillales (0,488%) quando
comparado ao sorgo moido (0,354%), apenas quando utilizado apés a fase preé-
inicial. Com o aumento da idade, as ordens Bacteroidales e Shingobacteriales

aumentaram, enquanto Clostridiales e Actinomycetales diminuiram.



Tabela 40 - Porcentagem dos principais filos de bactérias dos cecos de frangos de corte alimentados com diferentes dietas a base
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de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor
Sm100% Si100% PSm-Si PSi-Sm 10 21 Dieta Idade Dxl
Firmicutes (%) 91,077 89,138 89,897 89,128 94,178a 85,442b 0,6240 <0,0001 0,5717
Bacteroidetes (%) 4,281 4,542 4,293 3,771 0,199b 8,245a 0,9939 <0,0001 0,9367
Proteobacteria (%) 1,399 1,862 2,280 2,407 2,283a 1,690b 0,0747  0,0486 0,4735
Actinobacteria (%) 0,298 0,439 0,429 0,386 0,467a 0,309b 0,1481  0,0015 0,5135
Tenericutes (%) 0,321 0,279 0,367 1,499 0,933 0,300 0,6762 0,3121 0,7926

Médias com letras diferentes se diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 1Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Tabela 41 - Porcentagem das principais classes de bactérias dos cecos de frangos de corte alimentados com diferentes dietas a

base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor
Sm100% Sil100% PSm-Si PSi-Sm 10 21 Dieta Idade Dxl
Clostridia (%) 78,505 79,908 81,146 79,750 83,807a 75,848b 0,9126 0,0014 0,2525
Bacilli (%) 8,490 7,670 7,426 7,804 8,735 6,960 0,7517 0,1999 0,5462
Bacteroidia (%) 3,809 4,140 3,725 3,541 0,052b 7,555a 0,9995 <0,0001 0,9706
Gammaproteobacteria (%) 0,990 1,313 1,566 2,493 2,054 1,127 <0,0001 <0,0001 0,0051
Erysipelotrichi (%) 0,968 1,227 1,122 1,236 1,237 1,039 0,4110 0,1165 0,5703

Médias com letras diferentes se diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 1Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Tabela 42 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para a classe Gammaproteobacteria dos cecos de frangos de corte

alimentados com diferentes dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade _ Dieta _ _ Pvalor Contraste*
Sm100% Sil00% PSm-Si PSi-Sm 1 2
10 dias 1,181b 1,495b 1,969Ab 3,570Aa <0,0001 0,0032 0,0284
Gammaproteobacteria (%) 21 dias 0,798 1,130 1,164B 1,416B 0,3590 .. ..
Pvalor 0,2694 0,2902 0,0258 <0,0001

Médias seguidas de letras minlUsculas (mailsculas) iguais na linha (coluna) nao se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
*O teste de Tukey nao foi capaz de detectar diferengas entre as médias. Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).



Tabela 43 - Porcentagem das principais ordens de bactérias dos cecos de frangos de corte alimentados com diferentes dietas a

base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor Contraste?

Sm100% Sil00% PSm-Si PSi-Sm 10 21 Dieta Idade DxI 1 2
Clostridiales (%) 77,600 79,049 80,248 78,946 82,908a 75,018b 0,9129 0,0014 0,2611
Lactobacillales (%) 7,924 7,095 6,778 7,324 8,163 6,397 0,6921 0,1926 0,5404
Bacteroidales (%) 3,809 4,140 3,725 3,541 0,052b  7,556a 0,9995 <0,0001 0,9706
Enterobacteriales (%) 0,656 0,919 1,152 2,147 1,687 0,750 <0,0001 <0,0001 0,0037
Erysipelotrichales (%) 0,968 1,227 1,122 1,236 1,237 1,039 0,4110 0,1165 0,5703 . .
Bacillales (%) 0,350b 0,449ab 0,527a 0,358ab 0,442 0,400 0,0215 0,3142 0,7966 0,5023 0,0026
Actinomycetales (%) 0,273 0,361 0,353 0,285 0,363a 0,273b 0,3215 0,0365 0,1738
Sphingobacteriales (%) 0,277 0,252 0,535 0,204 0,155b  0,479a 0,1292 <0,0001 0,1980
Coriobacteriales (%) 0,235 0,281 0,264 0,224 0,274 0,227 0,4325 0,1368 0,8284
Natranaerobiales (%) 0,173 0,164 0,180 0,148 0,151 0,181 0,8153 0,531 0,3293

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
IContraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Tabela 44 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para a ordem Enterobacteriales dos cecos de frangos de corte

alimentados com diferentes dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade . Dieta . . Pvalor Contraste
Sm100% Si100% PSm-Si PSI-Sm 2
10 dias 0,840b 1,126b 1,557Ab 3,224Aa <0,0001 0,0024 0,0183
Enterobacteriales (%) 21 dias 0,472 0,712 0,748B 1.070B 0,3513
Pvalor 0,2685 0,2156 0,0203 <0,0001

Médias seguidas de letras mindsculas (mailsculas) iguais na linha (coluna) ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).

IContraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

LT
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3.3.5.4 Familia

Entre as bactérias presentes nos cecos, foram encontradas 202 diferentes
familias, sendo que as dez mais frequentes representaram um total de 85,36%
destas bactérias (Tabela 45). Foram observadas interacdes entre dieta e idade para
Ruminococcaceae, Enterobacteriaceae, Enterococcaceae e Peptostreptococcaceae.
A porcentagem de Ruminococcaceae nao foi influenciada pela dieta aos 10 dias de
idade (Tabela 46). Entretanto, aos 21 dias, a dieta PSi-Sm resultou em porcentagem
desta familia semelhante a Sm100% e maior que Si1l00% e PSm-Si. Quando o
sorgo inteiro foi usado na racao pré-inicial, foi observada maior porcentagem de
Ruminococcaceae (25,06%) em compara¢do ao sorgo moido (20,22%). Por outro
lado, quando utilizado apds esta fase, 0 sorgo inteiro teve efeito contrario, tendo
menor porcentagem (18,47%) em comparacdo ao sorgo moido (26,81%). Apenas
com a dieta PSi-Sm observou-se um aumento de Ruminococcaceae com a idade.

Apenas aos 10 dias de idade, frangos alimentados com PSi-Sm apresentaram
maior porcentagem de Enterobacteriaceae do que os demais. O uso de sorgo inteiro
na fase pré-inicial resultou em maior porcentagem desta familia (2,17%) quando
comparado ao sorgo moido (1,20%). Porém, seu uso apés esta fase proporcionou
diminuicéo desta familia (1,34%) em relagéo ao uso de sorgo moido (2,03%).

Em relacdo a familia Enterococcaceae, sua porcentagem foi maior com a
dieta Sm100%, apenas aos 10 dias de idade em relagdo as demais dietas. O uso de
sorgo inteiro apds a fase pré-inicial resultou em uma diminui¢cdo de Enterococcaceae
(0,660%) gquando comparado ao uso de sorgo moido (1,61%). O aumento da idade
levou a uma diminuicéo desta familia com o uso de todas as dietas.

Aos 10 dias de idade, as dietas ndo influenciaram a porcentagem de
Peptostreptococcaceae nos cecos dos frangos. Mas, aos 21 dias, maior
porcentagem foi observada em frangos alimentados com Sm100% quando
comparado com o0s demais. O sorgo inteiro proporcionou diminuicdo de
Peptostreptococcaceae (0,262) nos cecos, quando comparado com 0 sorgo inteiro
(1,73%), apenas quando fornecido na racao pré-inicial.

As demais familias analisadas ndo foram influenciadas pela dieta. Porém, a
idade influenciou as porcentagens de Bacteroidaceae, Lachnospiraceae,
Clostridiaceae e Peptococcaceae, sendo a primeira familia aumentada com a idade

e as demais diminuidas com a mesma.



Tabela 45 - Porcentagem das principais familias de bactérias dos cecos de frangos de corte alimentados com diferentes dietas a

base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor
Sm100% Si100% PSm-Si PSi-Sm 10 21 Dieta Idade Dxl
Lachnospiraceae (%) 33,587 38,134 39,657 32,394 40,582a 31,304b 0,4432 0,0175 0,2408
Clostridiaceae (%) 19,284 19,651 20,601 21,188 23,213a 17,149b 0,9116 0,0075 0,9218
Ruminococcaceae (%) 20,121 17,617 16,085 21,799 15,171 22,640 0,0816 <0,0001 0,0081
Lactobacillaceae (%) 5,766 6,317 6,011 6,559 6,874 5,453 0,9314 0,4560 0,4629
Bacteroidaceae (%) 3,690 3,214 2,722 3,484 0,040b 0,515a 0,9890 <0,0001 0,9293
Enterobacteriaceae (%) 0,656 0,919 1,152 2,147 1,687 0,750 <0,0001 <0,0001 0,0037
Coprobacillaceae (%) 0,730 0,949 0,819 0,967 0,921 0,812 0,2624 0,3346 0,5797
Enterococcaceae (%) 1,371 0,445 0,440 0,484 1,133 0,237 0,0099 <0,0001 0,0476
Peptococcaceae (%) 0,483 0,607 0,650 0,507 0,704a 0,419b 0,2499 <0,0001 0,4080
Peptostreptococcaceae (%) 1,613 0,176 0,248 0,207 0,125 0,998 0,0143 <0,0001 0,0284

Médias com letras diferentes se diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 1Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).

Tabela 46 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para familias de bactérias dos cecos de frangos de corte alimentados

com diferentes dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade _ Dieta _ _ Pvalor Contraste*
Sm100% Sil00% PSm-Si PSi-Sm 1 2

10 dias 17,471 15,954 14,502 12,757B 0,5115 " "
Ruminococcaceae (%) 21 dias 22,770ab 19,280b 17,669b 30,842Aa 0,0019 0,0346 0,0015

Pvalor 0,1115 0,3100 0,3333 <0,0001

10 dias 0,840b 1,126b 1,557Ab 3,224Aa <0,0001 0,0024 0,0183
Enterobacteriaceae (%) 21 dias 0,472 0,712 0,748B 1,070B 0,3513 . .

Pvalor 0,2685 0,2156 0,0203 <0,0001

10 dias 2,463Aa 0,685Ab 0,635Ab 0,750Ab 0,0017 0,0571 0,0236
Enterococcaceae (%) 21 dias 0,278B 0,206B 0,246B 0,217B 0,8944 . .

Pvalor <0,0001 0,0088 0,0193 0,0029

10 dias 0,122B 0,127 0,133 0,117 0,9713 " "
Peptostreptococcaceae (%) 21 dias 3,105Aa 0,226b 0,364b 0,298b 0,0015 0,0042 0,0596

Pvalor <0,0001 0,1467 0,0682 0,2265

Médias seguidas de letras minlUsculas (mailsculas) iguais na linha (coluna) ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
1Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si1l00%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).
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3.3.5.5 Género

Nos cecos dos frangos de corte analisados, foram encontrados 473 diferentes
géneros de bactérias, sendo que os 20 mais frequentes representam 82,54% destas
bactérias (Tabela 47). Foram observadas interacfes entre dieta e idade para os
géneros Ruminococcus e Escherichia (Tabela 48). Aos dez dias de idade, aves
alimentadas com Si1l00% apresentaram porcentagem de Ruminococcus semelhante
aguelas alimentadas com PSi-Sm e maior que aquelas alimentadas com Sm100% e
PSm-Si. Quando o sorgo inteiro foi utilizado na racdo pré-inicial, observou-se maior
porcentagem deste género (19,68%) em comparacdo ao uso do sorgo moido
(13,26%). Porém, aos 21 dias de idade a dieta ndo influenciou a porcentagem de
Ruminococcus. Aves alimentadas com PSm-Si ndo tiveram a porcentagem deste
género influenciada pela idade, mas o aumento da idade resultou em uma
diminuicdo de Ruminococcus em aves alimentadas com as demais dietas.

Aos dez dias de idade, aves alimentadas com PSi-Sm apresentaram maior
porcentagem de Escherichia do que as demais aves. O uso de sorgo inteiro na fase
pré-inicial resultou em uma maior porcentagem deste género (1,60%) em
comparacdo ao uso de sorgo moido (0,847%). Entretanto, efeito contrario foi
observado quando o sorgo inteiro foi usado apds esta fase, apresentando menor
porcentagem (0,955%) do que o sorgo moido (1,49%). Aos 21 dias de idade, as
dietas ndo influenciaram a porcentagem de Escherichia. Apenas em aves
alimentadas com PSm-Si, a porcentagem de Escherichia diminuiu com a idade.

A porcentagem de Alkaliphilus em aves alimentadas com Sm100% foi
semelhante aquelas alimentadas com PSm-Si e PSi-Sm e maior quando
comparadas com Sil00%. Por outro lado, o uso de PSi-Sm proporcionou
porcentagem de Anaerofilum semelhante ao uso de Si100% e maior que Sm100% e
PSm-Si. O sorgo inteiro na fase pré-inicial resultou em uma maior porcentagem
deste género (1,86%) do que o sorgo moido (1,30%), ndo sendo este efeito
observado ap0s a fase pré-inicial. Maior porcentagem de Enterococcus foi
observada em aves alimentada com Sm100% em comparagdao as demais. O
aumento da idade levou a um aumento de Faecalibacterium, Bacteroides,
Lachnospira e Acetobacterium, além de uma diminuigédo de Alkaliphilus, Anaerofilum,
Coprococcus, Natronincola, Enterococcus, Sedimentibacter e Desulfotomaculum. De
acordo com o indice de Shannon, a riqueza da microbiota nédo foi influenciada pelas

diferentes dietas nem pelas idades.



Tabela 47 - Porcentagem dos principais géneros de bactérias dos cecos de frangos de corte alimentados com diferentes dietas a

base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Dieta Idade (dias) Pvalor Contrastes
Sm100% Sil00% PSm-Si PSi-Sm 10 21 Dieta Idade Dxl 1 2
Blautia (%) 22,191 26,132 23,592 19,185 23,458 22,093 0,3097 0,6015 0,3356
Ruminococcus (%) 12,152 14,868 11,719 13,610 16,472 9,703 0,0767 <0,0001 0,0011
Faecalibacterium (%) 12,349 9,052 8,750 13,339 7,155b 14,590a 0,2795 0,0001 0,1597
Clostridium (%) 8,724 10,680 10,563 10,646 10,677 9,629 0,5530 0,3624 0,6927 . .
Alkaliphilus (%) 8,934a 4,985b 5,871ab 6,384ab 8,145a 4,942b 0,0345 0,0005 0,2574 0,2076 0,0593
Lactobacillus (%) 5,572 5,987 5,651 6,216 6,406 5,307 0,9135 0,5617 0,4499
Bacteroides (%) 3,690 3,214 2,722 3,484 0,040b 6,515a 0,9890 <0,0001 0,9293
Oscillospira (%) 2,163 2,408 2,091 2,298 2,171 2,309 0,8154 0,5896 0,0924 . .
Anaerofilum (%) 1,224b 1,565ab 1,370b  2,156a 1,786a 1,372b 0,0089 0,0070 0,5466 0,0059 0,3864
Lachnospira (%) 0,826 1,149 1,121 0,935 0,899b 1,116a 0,1174 0,0493 0,4968
Escherichia (%) 0,475 0,678 0,811 1,609 1,223 0,564 <0,0001 <0,0001 0,0078
Coprococcus (%) 0,692 0,694 1,057 0,730 1,104a 0,483b 0,5886 0,0011 0,2815
Natronincola (%) 0,746 0,797 0,766 0,616 0,816a 0,646b 0,2357 0,0146 0,4268
Coprobacillus (%) 0,640 0,765 0,667 0,807 0,772 0,667 0,4601 0,3408 0,5982 . .
Enterococcus (%) 1,278a 0,377b  0,379b 0,419b 1,050a 0,176b 0,0126 <0,0001 0,0759 0,2727 0,2649
Sedimentibacter (%) 0,328 0,465 0,427 0,415 0,483a 0,334b 0,3419 0,0131 0,7223
Desulfotomaculum (%) 0,291 0,371 0,418 0,326 0,451a 0,252b 0,2571  0,0007 0,5286
Peptoniphilus (%) 0,221 0,226 0,218 0,230 0,213 0,234 0,9816 0,3507 0,2928
Acetobacterium (%) 0,182 0,224 0,213 0,220 0,191b 0,228a 0,3571 0,0496 0,3435
Slackia (%) 0,188 0,204 0,223 0,187 0,200 0,201 0,8547 0,9983 0,7833
indice de Shannon 2,433 2,424 2,461 2,453 2,421 2,464 0,9497 0,4049 0,9126

Médias seguidas de letras diferentes se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

IContraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si100%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).
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Tabela 48 - Desdobramento da interacdo entre dieta e idade para géneros de bactérias dos cecos de frangos de corte alimentados

com diferentes dietas a base de sorgo moido e/ou inteiro, aos 10 e 21 dias de idade (r=4)

Idade . Dieta - . Pvalor Contraste?
Sm100% Si100% PSm-Si PSi-Sm 1 2

10 dias 14,310Abc  20,684Aa  12,220c 18,674Aab 0,0005 0,0011 0,9782
Ruminococcus (%) 21 dias 9,994B 9,051B 11,218 8,547B 0,4667 :

Pvalor 0,0153 <0,0001 0,6005 <0,0001

10 dias 0,605b 0,821b 1,090Ab 2,375Aa <0,0001 0,0020 0,0152
Escherichia (%) 21 dias 0,346 0,536 0,532B 0,842B 0,2868

Pvalor 0,3135 0,2683 0,0367 <0,0001

Médias seguidas de letras mindsculas (mailsculas) iguais na linha (coluna) ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).
1Contraste: 1 (Sm100%, PSm-Si vs. Si1l00%, PSi-Sm), 2 (Sm100%, PSi-Sm vs. Si100%, PSm-Si).
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Nos cecos, 0 agrupamento das amostras de acordo com a estrutura da
microbiota foi menos evidente do que no intestino delgado (Figura 7-A). O “cluster”
que apresentou menor similaridade com as demais amostras foi composto
principalmente por amostras de microbiota de frangos alimentados com sorgo moido
(Sm100% e PSi-Sm), aos 21 dias de idade, apresentando grande variabilidade de
géneros com predominio de Faecalibacterium e Bacteroides. Duas amostras
mostraram baixa similaridade com as demais, apresentando-se isoladamente no
dendrograma. Dois “clusters” foram formados, tendo dentro deles maior similaridade
entre as amostras. O primeiro € formado por amostras de microbiota cecal de aves
aos 10 dias de idade, apresentando predominio de bactérias dos géneros
Ruminococcus, Blautia e Alkaliphilus. Por outro lado, o segundo “cluster” apresentou
predominédncia de Blautia e Faecalibacterium. Foi observado agrupamento de
“clusters” entre aves alimentadas com sorgo moido (Sm100% e PSi-Sm) e aves
alimentadas com sorgo inteiro (Sil00% e PSm-Si) aos 21 dias de idade,
apresentando menor similaridade entre os grupos. Porém, este efeito foi pouco
observado aos 10 dias de idade.

Foi observado distanciamento entre as amostras de microbiota de aves aos
10 dias de idade em relacdo aquelas aos 21 dias (Figura 7-B). As amostras de aves
aos 10 dias de idade se concentraram na regido do grafico com valores positivos de
PCoAl, enquanto aquelas de 21 dias concentraram-se na regido com valores
negativos. Ambos os grupos apresentaram valores de PCoA 2 em torno de zero. Aos
10 dias, as amostras de microbiota oriundas de cada dieta se apresentaram de
maneira aleatoria dentro de seu grupo. Por outro lado, aos 21 dias de idade,
observou-se uma menor distancia entre amostras dos tratamentos Sm100%, Si100%

e PSm-Si e um distanciamento das amostras do tratamento PSi-Sm.
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Figura 7 - Dendrograma de agrupamento hierarquico (A) e grafico de andlises de
coordenadas principais (B) a nivel de género de bactérias dos cecos de
frangos de corte, de 10 e 21 dias de idade, alimentados com dietas a
base de moido e/ou inteiro
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3.4 Discussodes

3.4.1 A utilizacdo de sorgo inteiro a partir de 8 dias de idade nao prejudica o
desempenho de frangos de corte aos 40 dias de idade, além de
proporcionar aumento na EMA, EMAn e CMMS das racdes
Diversos trabalhos mostram que o tamanho das particulas presentes na racao

€ capaz de influenciar o desempenho e o trato gastrintestinal das aves, assim como

a digestibilidade dos nutrientes (FRONTE et al., 2013; RUHNKE et al., 2015; XU et

al., 2015). Do mesmo modo, estudos com grdos inteiros também encontraram

influencia nestes parametros (AMERAH et al., 2011; SILVA et al., 2015; SINGH et

al., 2014).

Ao final do periodo de criacdo, quando comparamos a utilizacdo de sorgo
moido (Sm100%) ou inteiro durante todas as fases (Si100%), observamos menor
consumo de racao, peso vivo e ganho de peso em aves alimentadas com o sorgo
inteiro, porém, sem alterar a conversao alimentar. O menor crescimento do pintainho
alimentado com sorgo inteiro na primeira semana de vida refletiu em frangos
menores aos 40 dias de idade, visto que existe alta correlagdo entre o peso do
pintainho aos sete dias de idade e o0 peso ao abate (NITZAN, 1995). Entretanto,
estudo recente encontrou efeito contraditério, mostrando que pintainhos alimentados
com racdo a base de sorgo inteiro tiveram mesmo peso vivo aos sete dias de idade,
quando comparados aqueles alimentados com sorgo moido (SILVA et al., 2014). Por
serem menores, essas aves consumiram menos durante toda a vida, refletindo no
menor consumo de racdo aos 40 dias. Por outro lado, a conversao alimentar dessas
aves foi pior da primeira a quinta semana de idade, se igualando aquelas
alimentadas com sorgo moido aos 40 dias de idade. Estes resultados mostram uma
possivel melhora no metabolismo das aves alimentadas com sorgo inteiro com o
aumento da idade. Em estudos recentes, frangos de corte alimentados com sorgo
inteiro apresentaram mesmo peso Vvivo e conversdo alimentar que aqueles
alimentados com sorgo moido (CAROLINO et al., 2014; FERNANDES et al., 2013;
SILVA et al., 2015). Por outro lado, pesquisas com trigo possuem resultados
divergentes, tanto com melhora quanto piora do desempenho de frangos
alimentados com rac¢des contendo este grao inteiro (AMERAH et al., 2011; ERENER
et al., 2003).
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Estas aves mostraram capacidade de ingerir o grao de sorgo nas primeiras 24
horas apos o alojamento, ingerindo tanto o grédo de sorgo quanto a parte farelada da
racao (Figura 8-A). Podemos entdo pressupor que 0O ponto critico para o pior
desempenho destas aves foi a ingestéao insuficiente de racédo pelos pintainhos s até
os sete dias de idade. Este menor consumo pode ser devido a capacidade limitada
de moagem dos gréos pela moela, seguida de uma taxa de passagem mais lenta
pelo trato digestivo, ou até mesmo pela sensacdo de saciedade devido a maior
atividade da moela (HETLAND et al., 2002). Porém, é possivel que a moela néo
esteja completamente funcional nos primeiros dias, podendo ter acumulo de gréos

de sorgo ndo moidos na mesma (Figura 8-B).
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Figura 8 - Conteudo luminal do inglavio (A) e da moela (B) de pintainhos alimentados

com racao a base de sorgo inteiro, um dia apds o alojamento

Véarios fatores podem ter influenciado para que o consumo de racao
encontrado nesta pesquisa fosse diferente daqueles na literatura. O primeiro deles é
a utilizacdo de diferentes linhagens de pintainhos, visto que esta pesquisa foi
realizada com pintainhos da linhagem Ross AP95® e as demais pesquisas utilizaram
as linhagens Hubbard Flex® e Cobb® (CAROLINO et al., 2014; SILVA et al., 2014,
2015). Trabalhos comprovam que a linhagem utilizada pode afetar o consumo de
racao (STRINGHINI et al., 2003; MOREIRA et al., 2004).

Outro importante fator que pode ter contribuido com o menor consumo do
sorgo € o tipo de sorgo utilizado. As diferentes variedades de sorgo podem produzir
graos de tamanhos diferentes, sendo que grdos maiores poderiam ser de dificil
preenséo, fazendo com que ave tenha uma ingestdo de menor quantidade de ragéao
em um mesmo periodo de tempo. Além disso, os grdos de sorgo podem diferir
guanto o tipo de endosperma, densidade e dureza do grdo, podendo interferir no

tempo necessario para a quebra deste grdo na moela, diminuindo a taxa de
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passagem e consequentemente comprometendo a ingestdo da ragdo. Pesquisa
comprova que estas diferencas dos gréos interferem nas suas propriedades de
moagem em moinhos (MAXSON et al., 1971).

A utilizacdo de sorgo inteiro ndo influenciou as caracteristicas do jejuno dos
frangos de corte aos 10 dias de idade. Este resultado esta de acordo com o
encontrado por Silva et al. (2014), ao analisar a morfometria do intestino delgado de
frangos de corte aos sete dias de idade. Porém, a utilizacdo de sorgo inteiro pode
resultar em uma maior profundidade de cripta aos 42 dias (SILVA et al., 2015).

Por outro lado, aves alimentadas com sorgo inteiro apresentaram moelas
relativamente mais pesadas em comparacao aquelas alimentadas com sorgo moido.
Pesquisas utilizando sorgo e trigo também observaram aumento da moela quando
as aves foram alimentadas com grao inteiro (AMERAH et al., 2011; FERNANDES et
al., 2013; SILVA et al., 2014). Este aumento da moela € devido & maior atividade da
musculatura para a moagem dos gréos inteiros. Este érgdo desempenha papel
fundamental em aves alimentadas com sorgo inteiro por ser responsavel pela
reducdo do grdo a tamanhos menores, possibilitando o processo de digestdo. Suas
pregas e piloro funcionam como um crivo, impedindo a passagem de particulas
grandes para o duodeno (MOORE, 1999). Entretanto, é possivel que em aves jovens
essa selecdo nao seja tao eficiente, pois foram observados gréo inteiros no interior
do intestino delgado e nas fezes de pintainhos durante toda a primeira semana de
idade (Figura 9). Em termos de peso absoluto, a utilizacdo exclusiva de sorgo moido
ou inteiro ndo resultou em diferencas no peso da moela e de sua membrana. Porém,
0 peso da membrana em relagédo ao peso da moela foi menor com o uso do sorgo
inteiro em comparacao ao sorgo moido. Esta reducdo no peso relativo da membrana
de revestimento pode ser devido ao aumento da massa muscular da moela sem o
aumento na cavidade interna da mesma ou pelo maior desgaste fisico da camada de

proteoglicanos.
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Figura 9 - Presenca de sorgé inteiro no limen intestinal de pintainhos alimentados

com sorgo inteiro, aos trés dias de idade

A forma do gréo influenciou a metabolizabilidade das ragbes, sendo que a
utilizacdo de sorgo inteiro proporcionou maiores valores de EMA, EMAn e CMMS
das racOes. Este resultado esta de acordo com pesquisas que mostram que ao
substituir parte do milho por sorgo inteiro ha um aumento no valor de EMAn e de
digestibilidade de alguns aminoacidos (BIGGS; PARSONS, 2009; JACOBS;
PARSONS, 2013). Do mesmo modo, a substituicdo de parte de trigo moido por trigo
inteiro também aumentou os valores de EMAnN, além de aumentar o coeficiente de
digestibilidade de diversos aminoacidos (BIGGS; PARSONS, 2009). Maior
coeficiente de digestibilidade ileal de nitrogénio também foi observado em aves
alimentadas com trigo inteiro quando comparadas aquelas alimentadas com trigo
moido (AMERAH et al., 2011). Porém, existem dados divergentes na literatura que
indicam nao alteracdo dos valores de EMA e EMAN quando o trigo inteiro é utilizado
(AMERAH et al., 2009).

A melhora no desempenho de frangos de corte com a utilizacdo de gréos
inteiros tem sido abordada em diversas revisfes, sendo esse efeito atribuido
principalmente ao desenvolvimento e funcionalidade da moela (LIU et al., 2015;
SINGH et al., 2014). De acordo com Liu et al. (2015), a melhora na utilizacdo de
energia e na conversao alimentar se deve (a) ao possivel aumento na iniciacado da
digestdo proteica pela pepsina e acido cloridrico e da digestdo de amido pela
amilase no intestino delgado devido a prévia ruptura dos granulos de amido em aves
com moelas maiores; (b) a possivel influéncia na dinamica do amido (digestdo do
amido mais gradual e lenta) associada ao aumento de episédios de peristaltismo
reverso.

Devido a inconsisténcia dos resultados encontrados para o uso de sorgo

inteiro a partir de um dia de idade, € comum que a utilizacdo de grao inteiro seja
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evitada em ragOes da fase pré-inicial. Porém, sua inclusdo nas demais fases reduz o
custo de producdo destas ragdes, devido a economia de energia elétrica pela ndo
moagem deste grdo. Quando comparamos a mudanca de racdes a base de sorgo
moido para sorgo inteiro a partir da fase inicial (PSm-Si) com a continuacéo do uso
de sorgo moido (SM100%), ndo observamos influéncia sobre o desempenho das
aves ao final do periodo de produc¢éo. Entretanto, quando realizada a mudanca, foi
observado aumento no consumo de racdo aos 21 dias com piora Nno peso Vivo,
ganho de peso e conversdo alimentar, apresentando aos 28 dias apenas pior
conversdo alimentar, e aos 35 dias pior peso vivo, ganho de peso e conversao
alimentar. Aves que passaram a receber sorgo inteiro a partir da fase inicial
apresentaram comportamento de selecdo da racdo, preferindo a parte farelada da
racdo, restando maior quantidade de grdos no comedouro. Deste modo, as aves
ingeriram uma racdo desbalanceada, com maior nivel de proteina (Figura 10).
Porém, este efeito ndo foi observado em aves que ja recebiam sorgo inteiro a partir
do alojamento. A importancia do “aprendizado” precoce do consumo de gréo inteiro
de sorgo nédo foi o objetivo deste estudo, mas se trata de uma possibilidade que

pode ser mais explorada.

|
Racao a base de | Racao a base de
sorgo inteiro | Sorgo inteiro apos
como oferecida y selecdo pelas aves
‘ & . i _—

Figura 10 - Ragdo a base de sorgo inteiro como oferecida e sobra no comedouro
apos ingestéo seletiva das rag6es por frangos de corte aos 10 dias de

idade alimentados com as dietas PSm-Si e Si100%
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A mudanca do gréo de sorgo da forma moida para a forma inteira néo alterou
as caracteristicas do jejuno aos 10 dias de idade, mas aumentou o peso da moela e
diminuiu o peso de sua membrana. Melhora nos valores de EMA, EMAn e CMMS
também foram observados, assim como no uso de sorgo inteiro em todas as fases,
sendo o0 grdo inteiro na racdo inicial responsavel pela melhora de sua
metabolizabilidade, independente da forma do grdo utilizada na fase anterior.
Mesmo a utilizacdo de sorgo inteiro tendo proporcionando maiores valores de
metabolizabilidade da energia, essas aves apresentaram periodos de pior
desempenho, o que indica um maior gasto energético para manutencao. Esta maior
energia de manutencao pode ser justificada pelo aumento da moela, que comprova
a adaptacao fisiologica da ave frente a mudanca da forma do grédo oferecido,
ocasionando um aumento na utilizacdo de energia e nutrientes para sua maior
atividade (HETLAND et al., 2002).

Assim como a mudanca na utilizacdo de sorgo moido para sorgo inteiro, a
mudanca inversa (PSi-Sm) em comparagdo com a continuagdo do uso de sorgo
inteiro (Si100%) também influenciou no desempenho dos frangos de corte. Desde a
primeira semana apés a mudanca da forma do gréao foi observada melhora no peso
vivo, ganho de peso e conversao alimentar, sem alterar o consumo de racdo. Esta
melhora no desempenho foi observada até os 40 dias de idade. O epitélio jejunal
trés dias apés a mudanca nao foi alterado. Foi observada uma diminuicdo do peso
relativo da moela e um aumento de sua membrana, mostrando a capacidade da
moela de se readaptar frente a utilizacdo de sorgo moido, diminuindo sua atividade,
além de recompor a camada de proteoglicanos de sua membrana. Entretanto, a
mudanca de sorgo inteiro para moido levou a uma piora nos valores de EMA, EMAnN
e CMMS, mostrando que a melhora proporcionada pelo gréao inteiro se faz presente
apenas quando o grdo inteiro esta sendo utilizado, ndo sendo esta melhora
observada apOs sua retirada. Isso ocorre, pois, a moela se readapta tanto
fisicamente quanto funcionalmente, deixando de contribuir para a melhora da
metabolizabilidade da dieta.

Uma outra comparagéo que pode ser realizada é entre aves alimentadas com
sorgo moido em todas as fases (Sm100%) e aquelas alimentadas com sorgo inteiro
na fase pré-inicial e sorgo moido nas demais fases (PSi-Sm). Aos 40 dias de idade,

as aves que inicialmente se alimentaram de sorgo inteiro apresentaram melhor
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conversdo alimentar com mesmo consumo de ragao, peso vivo e ganho de peso.
Nas idades anteriores, essas aves apresentaram mesma conversao alimentar, mas
menor consumo de racdo, peso vivo e ganho de peso, do que aquelas que se
alimentaram de sorgo moido em todas as fases. Visto que aves alimentadas com
sorgo inteiro apresentaram menor desempenho aos sete dias de idade, estas aves
apresentaram uma melhora gradual até os 40 dias de idade, provavelmente devido
ao crescimento compensatorio. Como nos primeiros dias de vida essas aves tiveram
um consumo de racdo reduzido, estas ficaram mais leves e consequentemente
possuiam um menor custo de mantenca, fazendo com que apés este periodo de
restricdo alimentar, maior propor¢cdo da energia e nutrientes fossem direcionados
para o crescimento, sendo estes animais mais eficientes (SAHRAEI, 2012). Porém,
nao foram observadas diferencas relacionadas a moela e a metabolizabilidade das
racfes, mostrando que estas variaveis ndo foram influenciadas pela forma de gréo
utilizada na racao de fase anterior. Aos 10 dias de idade, aves alimentadas
inicialmente com sorgo inteiro apresentaram menor altura de vilo no jejuno. Como as
aves deixaram de receber sorgo inteiro, consequentemente houve uma queda na
metabolizabilidade das racdes, sendo que a menor quantidade de nutrientes
disponiveis para absorcdo pode ter levado a uma reducdo na altura destes vilos. Do
mesmo modo, menor altura de vilo no duodeno foi observada em frangos que
receberam dieta com menor nivel de energia (DUARTE et al, 2012).
Adicionalmente, estudos mostram que o periodo de jejum leva a um aumento na
apoptose celular intestinal com diminuicdo da altura dos vilos (BOZA et al., 1999;
YAMAUCHI; TARACHAI, 2000).

De uma maneira geral, estes resultados mostram que a utilizagcdo de sorgo
inteiro a partir do oitavo dia ndo prejudica o desempenho de frangos de corte aos 40
dias de idade. Porém, sua utilizacdo logo apos o alojamento prejudicou o consumo e
consequentemente o desempenho. Por outro lado, essas aves a0 mudarem sua
alimentacdo para sorgo moido apresentaram crescimento compensatorio e a melhor
conversdo alimentar ao final do periodo. A utilizacdo do grdo de sorgo inteiro
aumentou o peso relativo da moela e os valores de EMA, EMAn e CMMS das
racdes, sem causar alteracdes no jejuno. Devido as divergéncias encontradas na
literatura, mais pesquisas sdo necessarias para avaliar possivel influéncia das
linhagens de frangos de corte e dos diferentes cultivares de sorgo sobre o

desempenho destas aves.
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3.4.2 O uso de sorgo inteiro em racOes de frangos de corte altera a microbiota
intestinal, especialmente pela diminuicdo da porcentagem do género
Clostridium no intestino delgado
Os dados desta pesquisa comprovam que a forma de apresentacdo do grao

de sorgo na dieta € capaz de provocar grandes altera¢cdes na microbiota intestinal

dos frangos de corte. Foi observado distanciamento entre a microbiota do intestino
delgado de aves alimentadas com sorgo moido em relacdo aquelas alimentadas
com sorgo inteiro, indicando baixa similaridade entre estes grupos; este efeito foi
mais pronunciado em aves aos 21 dias de idade. Entretanto, este efeito n&o foi
observado na microbiota cecal. Estes resultados estédo de acordo com o encontrado
em pesquisa utilizando trigo, em que a microbiota ileal de frangos alimentados com
trigo moido ou inteiro tenderam a estar separadas em “clusters” de lados opostos no
dendrograma (AMERAH et al., 2011). Em outra pesquisa utilizando trigo inteiro,
também foi observada diferenca na estrutura da microbiota ileal, sendo esta
justificada pelas diferencas na estrutura da fibra do trigo proporcionadas pela
moagem deste grdo (AMERAH et al., 2009). O uso de sorgo inteiro alterou as
propor¢cdes entre as bactérias, mas sem alterar a sua riqueza no intestino delgado.

Efeito este sobre a riqueza da microbiota ileal também n&o observado em pesquisas

com o uso de trigo inteiro (AMERAH et al., 2011).

Aos 10 dias de idade, observou-se maior porcentagem dos géneros
Lactobacillus e Pediococcus em detrimento da porcentagem de Enterococcus em
frangos de corte alimentados com sorgo inteiro a partir da dieta inicial,
independentemente da forma do sorgo utilizado na fase anterior. Porém, aos 21 dias
de idade este efeito ndo foi observado, pelo contrario, observou-se maior
porcentagem de Staphylococcus em detrimento da porcentagem de Lactobacillus,
Alkaliphilus e Turicibacter com o uso de sorgo inteiro apés a fase pré-inicial.
Complementarmente, nesta idade, o uso de sorgo inteiro na fase pré-inicial resultou
em uma menor porcentagem de Alkaliphilus e Turicibacter. Independentemente da
idade, aves alimentadas com sorgo inteiro na fase pré inicial apresentaram maior
porcentagem do género Dietzia. Por outro lado, a utilizacdo de sorgo inteiro apos
esta fase resultou em um aumento da porcentagem de Brevibacterium,
Brachybacterium, Jeotgalicoccus, Dietzia e Bacillus em detrimento da porcentagem

de Clostridium.



143

Este efeito do sorgo inteiro apds a fase pré-inicial sobre a diminuicdo do
género Clostridium também foi observado na familia Clostridiaceae, ordem
Clostridiales e classe Clostridia, sendo responsavel pela diminuicdo do filo
Firmicutes, visto que a classe Bacilli, também deste filo, ndo foi influenciada pelas
dietas. Representado por bactérias Gram-positivas, anaerébicas e formadoras de
esporos, o0 género Clostridium possui espécies produtoras de neurotoxinas,
endotoxinas, além de outras toxinas e enzimas extracelulares capazes de causar
danos a saude humana e animal (ROOD et al.,, 1997). Dentre elas, as espécies
Clostridium perfringens e Clostridium difficile sdo conhecidas por causar enterites de
grande importancia econdmica e sanitaria (CARTMAN, 2011). Estudos recentes
mostram que a utilizacao de trigo inteiro reduziu o numero de Clostridium perfringens
no trato intestinal de frangos (BJERRUM et al., 2005). Este resultado esta em acordo
com a diminuicao do género Clostridium encontrada em nosso estudo, entretanto, a
técnica de sequenciamento genético do gene 16s nao permite a classificacdo
bacteriana ao nivel de espécie. Diminuicdo do género Clostridium também foi
observada em aves que receberam probidticos em suas dietas (BIERNASIAK;
SLIZEWSKA, 2009).

O género Alkaliphilus € representante da mesma familia do género
Clostridium, porém, eles pertencem a clusters diferentes (LUDWIG et al., 2009). Este
género é formado por bactérias anaerdbicas que utilizam substratos proteicos
(extrato de levedura, peptona e triptona) como fonte de energia e fonte de carbono
(TAKAI, 2015). Em nossa pesquisa, aves alimentadas apenas com ragcfes a base de
sorgo moido apresentaram porcentagem do género Alkaliphilus 12 vezes maior que
os demais tratamentos, o que resultou em significAncia nos contrastes nos quais
esta dieta esta presente.

A classe Bacilli, também representante do filo Firmicutes, ndo foi influenciada
pelas dietas. Porém, suas ordens Lactobacillales (familia Lactobacillaceae e
Enterococcaceae), Bacillales (familia Staphylococcaceae e Bacillaceae) e
Turicibacterales (familia Turicibacteraceae) foram influenciadas pelos diferentes
usos do sorgo inteiro nas racdes. Pertencente a familia Lactobacillaceae e ordem
Lactobacillales, as bactérias do género Lactobacillus sdo Gram-positivas do grupo
de bactérias &cido laticas, encontradas em ambientes ricos em carboidratos
(BERNARDEAU et al., 2008). Este género possui fungdes benéficas, como producéo

de antibidticos e acidos organicos, diminuicdo do pH e antagonismo competitivo, e
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fungcbes ndo benéficas, como competicdo por nutrientes (SANDINE, 1979).
Entretanto, quando utilizados como probioticos, podem aumentar o desempenho dos
frangos de corte e diminuir a deposicdo de gordura abdominal (JIN et al., 1996,
1998; KALAVATHY et al., 2003). A utilizacdo de trigo inteiro ndo foi capaz de
influenciar o ndmero de bactérias acido laticas nem o numero de Lactobacillus
salivarius no intestino delgado de frangos de corte, mas levou a um aumento de
outros lactobacilus no duodeno/jejuno na quinta semana de vida (ENGBERG, 2004).
Outros autores ndo encontraram efeito do trigo inteiro sobre o nimero de bactérias
do género Lactobacillus (GABRIEL et al., 2008). Em nosso estudo, o teste de Tukey
5% néo foi capaz de detectar diferencas para a porcentagem de Lactobacillus aos
10 e 21 dias de idade. Entretanto, os contrastes mostraram aumento deste género
aos 10 dias de idade e diminuicdo aos 21 quando as aves foram alimentadas com
dietas nas quais 0 sorgo inteiro estava presente nas racdes iniciais. Porém, ao
analisarmos as médias independentemente da idade, ndo foi observada influéncia
da dieta para Lactobacillus. O género Pediococcus, também membro da familia
Lactobacillaceae, foi maior em aves alimentadas com sorgo inteiro em relacéo
aguelas alimentadas com sorgo moido. Este género geralmente traz beneficios para
as aves, sendo a espécie Pediococcus acidlactici utilizada como probidtico,
melhorando o desempenho dos frangos de corte, mesmo frente a desafios de
coccidiose (LEE et al., 2007; TAHERI et al., 2010).

Também membro da ordem Lactobacillales, o género Enterococcus,
pertencente a familia Enterococcaceae, € composto por bactérias Gram-positivas
pertencentes ao grupo de bactérias acido laticas (FISHER; PHILLIPS, 2009). Este
género produz enterocinas capazes de agir contra espécies do género Listeria e
Clostridium, além de Staphylococcus aureus (CAMPOS et al.,, 2006). Por este
motivo, a espécie Enterococcus faecium tem sido utilizada como probiético,
melhorando o desempenho das aves (SAMLI et al., 2007). O género Enterococcus
apresentou menor porcentagem em aves com 10 dias de idade alimentadas com
sorgo inteiro na fase inicial, sendo este efeito ndo mais observado aos 21 dias.

Membros da familia Staphylococcaceae e ordem Bacillales, os géneros
Staphylococcus e Jeotgalicoccus apresentaram maior porcentagem no intestino
delgado de aves alimentadas com sorgo inteiro a partir da fase inicial,
independentemente da forma do gréo utilizada na fase anterior. Entretanto, para o
Staphylococcus este aumento foi observado apenas aos 21 dias de idade.
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Staphylococcus sao bactérias Gram-positivas responsavel por um grande numero de
infecbes tanto em humanos quanto em animais, sendo Staphylococcus aureus a
espécie patogénica mais importante (KLOOS, 1980). Em frangos, o género
Staphylococcus é mais facilmente encontrado no intestino delgado que nos cecos
(DUMONCEAUKX et al., 2006; LU et al., 2003), assim como encontrado em nossos
resultados. Assim como o0 género Staphylococcus, o género Jeotgalicoccus €
composto por bactérias Gram-positivas, tendo sido encontrado no conteudo jejunal
de frangos de corte (NEUMANN; SUEN, 2015).

Também membro da ordem Bacillales, as bactérias do género Bacillus sdo da
familia Bacillaceae e a maioria utilizam a glicose ou outros carboidratos fermentaveis
como unica fonte de carbono e energia e possuem pouco ou nenhum potencial
patogénico, sendo raramente associada a doencas (LOGAN; De VOS, 2009). As
bactérias deste género possuem papel de destaque na funcédo de probiéticos, pois
podem ser utilizados na forma de esporos, sendo tolerantes as condi¢des do trato
gastrintestinal (BARBOSA et al., 2005; MOLNAR et al., 2011). Estudos comprovam
gue a suplementacdo com Bacillus subtilis e B. coagulans proporcionam melhora no
desempenho, sendo que o primeiro também proporciona melhora no rendimento de
carcaca, além de diminuir a concentracdo de Escherichia coli nos intestinos e
possivelmente aumentar a resposta imunoldgica (CAVAZZANI et al., 1998; MOLNAR
et al.,, 2011). Os esporos de bactérias do género Bacillus oriundos da propria
microbiota intestinal de frangos de corte exibem atividade antimicrobiana contra
organismos patogénicos como Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes (BARBOSA et al., 2005). A utilizacdo de sorgo inteiro na
fase inicial proporcionou aumento do género Bacillus, sendo que seu efeito
antimicrobiano pode ter auxiliado na diminuicdo do género Clostridium no intestino
delgado dessas aves. Porém, este efeito antimicrobiano néo foi suficiente para evitar
maior porcentagem de Staphylococcus nestas aves.

Membro do filo Firmicutes, o género Turicibacter foi classificado pelo
GreenGene (2013) como pertencente a classe Bacill, ordem Turicibacterales e
familia Turicibacteraceae, mas nao existe um consenso sobre esta taxonomia,
podendo a familia Turicibacteraceae ser incluida na ordem Bacillales (GARRITY et
al., 2004). Estudo observou 97% de similaridade da espécie Turicibacter sanguinis
com uma bactéria ainda desconhecida e menos de 88% de similaridade com o grupo
Bacillus (BOSSHARD et al., 2002). Porém, o género Turicibacter também é
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classificado como membro da familia Erysipelotrichaceae, ordem Erysipelotrichales e
classe Erysipelotricha (LUDWIG et al., 2009). As bactérias deste género sdo Gram-
positivas, anaerdbias e ndo formadoras de esporos, produzindo lactato como seu
principal produto de fermentacdo (BOSSHARD, 2009). Em nosso estudo, aves
alimentadas apenas com sorgo moido apresentaram cerca de 25 vezes mais
Turicibacter que as demais dietas. Este género ndo se mostrou alterado com a
presenca de Clostridium difficile em frangos de corte (SKRABAN et al., 2013).

Ao contrario da diminuicdo do filo Firmicutes, aves alimentadas com racdes
iniciais a base de sorgo inteiro apresentaram maior porcentagem do filo
Actinobacteria, da classe Actinobacteria e da ordem Actinomycetales. Do mesmo
modo, o0s géneros desta ordem Brevibacterium (familia Brevibacteriaceae),
Brachybacterium (familia Dermabacteraceae) e Dietzia (familia Dietziaceae) também
foram maiores com o uso de sorgo inteiro na fase inicial, sendo que o ultimo género
também foi maior com o0 uso do sorgo inteiro na fase pré-inicial. As bactérias dos
géneros Brachybacterium, Dietzia e Brevibacterium sdo Gram-positivas, aerébias,
sendo a ultima produtora de biocinas com algumas espécies associadas a infec¢oes
humanas (BUCZOLITS; BUSSE, 2012; RAINEY, 2012; TRUJILLO; GOODFELLOW,
2012). O nivel destas bactérias no ileo de frangos de corte pode variar de acordo
com o substrato presente no limen, sendo que o nivel de Brachybacterium e
Brevibacterium diminuiu em aves alimentadas com dieta a base de trigo quando
comparadas com a adicdo de complexo enzimatico (Van der HOEVEN-HANGOOR
et al., 2013). Pesquisas mostraram a presenca de Brevibacterium e Brachybacterium
em conteudo fecal, cama e carcaga de frangos de corte (OAKLEY et al., 2014). Um
aumento no nivel do género Dietzia foi observado no ileo de aves alimentadas com
probiéticos (NAKPHAICHIT et al., 2011).

Nos cecos, o indice de Shannon (riqueza e equidade) nédo foi alterado pelas
dietas nem pela idade. Apenas aos 10 dias de idade, observou-se maior
porcentagem dos géneros Ruminococcus e Escherichia quando as aves foram
alimentadas com sorgo inteiro na ragdo pré-inicial, sendo que este ultimo género
teve sua porcentagem nos cecos diminuida com a utilizagdo de sorgo inteiro na
racao inicial. Independentemente da idade, aves alimentadas apenas com sorgo
moido apresentaram maior porcentagem dos géneros Alkaliphilus e Enterococcus do

que aquelas alimentadas com sorgo inteiro, além de menor porcentagem do género
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Anaerofilum, quando comparados com aves inicialmente alimentadas com sorgo
inteiro e apoés a fase pré-inicial com sorgo moido.

Em nosso estudo, cinco géneros do filo Firmicutes foram influenciados pela
dieta, sendo estes classificados nas classes Clostridia (ordem Clostridiales - familias
Clostridiaceae e Ruminococcaceae) e Bacilli (ordem Lactobacillales e familia
Enterococcaceae). Do mesmo modo que no intestino delgado, o género Alkaliphilus,
pertencente a familia Clostridiaceae, mostrou-se em menor porcentagem em aves
alimentadas com sorgo inteiro do que quando alimentadas com sorgo moido.

Membro da familia Ruminococcaceae, 0 género Ruminococcus é composto
por bactérias que fermentam fontes de carboidrato a acetato, succinato, lactato e
etanol, ndo sendo capaz de fermentar aminoacidos e peptideos (EZAKI, 2009). Este
género encontrou-se aumentado em aves, aos 10 dias, alimentadas com sorgo
inteiro na fase pré-inicial. Este género tem sido relacionado com a melhora na
conversao alimentar, além da espécie Ruminococcus torques relacionada a melhora
do desempenho das aves (TOROK et al., 2011; STANLEY, 2016). Estudo mostrou
que a suplementacdo de dietas com bacteriocina produzida pelo Ruminococcus
albus aumentou a absorcdo intestinal de nutrientes e elevou o0 numero de
Lactobacillus, diminuindo a populagdo de bactérias patogénicas (WANG et al.,
2011). Outro membro desta familia € o género Anaerofilum, composto por bactérias
anaerobias que fermentam mono e dissacarideos produzindo lactato, acetato e
outros (RAINEY, 2009). Este género mostrou-se em maior porcentagem nos cecos
de aves suplementadas com monensina e monensina+antibidtico promotor de
crescimento (DANZEISEN et al., 2011). Além disso, este género possui potencial de
transformacdo da micotoxina deoxinivalenol (DON) em um composto menos toxico
(YU et al., 2010). Em nossa pesquisa, aves que passaram a receber sorgo moido a
partir da racdo pré-inicial, apresentaram maior porcentagem deste género que
aquelas alimentadas inicialmente com sorgo moido.

O género Enterococcus, membro da familia Enterococcaceae, produz acido
latico como produto dominante da fermentagcdo da glicose, além de produzir
enterocinas contra grupos bacterianos (incluindo Listeria) (SVEC; DEVRIESE, 2009).
Em nossa pesquisa, aves alimentadas apenas com racdes a base de sorgo moido
apresentaram maior porcentagem deste género.

Pertencente ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem
Enterobacteriales e familia Enterobacteriaceae, o género Escherichia é formado por
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bactérias Gram-negativas que fermentam glicose e outros carboidratos produzindo
piruvato, o qual € convertido em &cido latico, acético e formico, sendo o ultimo
guebrado em CO;, e H, (SHEUTZ; STROCKBINE, 2005). Sua principal espécie,
Escherichia coli, possui cepas ndo patogénicas, assim como patogénicas, causando
importantes doencas intestinais (SHEUTZ; STROCKBINE, 2005). Estudo mostrou
que esta espécie pode estar relacionada a melhor performance de aves,
possivelmente sendo a cepa Escherichia coli Nissle 1917 responsavel por esta
melhora (TOROK et al., 2011). Em nossa pesquisa, a dieta influenciou a
porcentagem deste género apenas aos 10 dias, sendo que a mudanca de sorgo
inteiro para moido resultou em seu aumento.

As diferentes estratégias de uso do grao inteiro de sorgo modificaram as
proporcdes das bactérias presentes no intestino delgado e nos cecos de frangos de
corte, sem, no entanto, alterar a riqueza destas populacdes. De uma maneira geral,
a utilizacao de sorgo inteiro apos o sétimo dia de vida, independentemente da forma
utilizada na fase anterior, propiciou uma diminuicdo do género Clostridium e um
aumento das bactérias das ordens Actinomycetales e Bacillales (exceto o género
Staphylococcus), assim como um distanciamento da estrutura de sua microbiota em
relagdo ao sorgo moido no intestino delgado dos frangos de corte. Por outro lado, as
alteragbes nos cecos foram mais discretas, apresentando as aves alimentadas
apenas com sorgo inteiro uma menor porcentagem dos géneros Alkaliphilus e
Enterococcus quando comparadas com aquelas alimentadas apenas com sorgo
moido. Adicionalmente, alguns géneros destes segmentos intestinais sofreram
interacdo entre dieta e idade. Os géneros sdo compostos por espécies de bactérias
com alto grau de similaridade, porém, espécies patogénicas e benéficas podem
fazer parte do mesmo género, o que dificulta estabelecer conclusées sobre
mudancas benéficas das dietas. De uma maneira geral, a mudanca de sorgo moido
para sorgo inteiro apos sete dias de idade proporcionou melhora na microbiota
intestinal principalmente pela redugéo de Clostridium no intestino delgado.

3.5 Conclusdes

A utilizacdo de sorgo inteiro apés a fase pré-inicial ndo prejudicou o
desempenho de frangos de corte aos 40 dias de idade, aumentou a
metabolizabilidade das ragbes e alterou a estrutura da microbiota intestinal,
principalmente pela diminuicdo da porcentagem de bactérias do género Clostridium
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no intestino delgado, se apresentando como a melhor estratégia para o uso do sorgo

inteiro neste experimento.
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