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Emissao de metano por bovinos sob niveis de oferta de
forragem em pastagem nativa do Bioma Pampa’

Autor: lan Machado Cezimbra
Orientador: Paulo César de Faccio Carvalho

Resumo: O trabalho foi conduzido na EEA-UFRGS, em Eldorado do Sul/RS,
entre dez/2011 e nov/2013 com o objetivo de estudar o efeito da estrutura do
pasto no consumo de matéria seca e na emissdo de metano e relacionar essa
emissdao com o desempenho animal em pastagem nativa submetida a niveis de
oferta diaria de forragem de 4, 8, 8.12, 12 e 16 kg de MS/100 kg de PV, ou
%PV. Esses tratamentos foram distribuidos num delineamento experimental de
blocos com duas repeticdes. Em pastoreio continuo foram utilizadas novilhas
mesticas com 24 meses de idade e 223 £ 24 kg em 2012 e 12 meses e 274 +
17 kg em 2013 quando da entrada dos animais no protocolo experimental. As
variaveis para descrever a estrutura do pasto foram: massa de forragem, taxa
de acumulo de forragem, altura do pasto e frequéncia de touceiras. Na
avaliagao de consumo de matéria seca utilizou-se a técnica dos n-alcanos a
partir da teoria do duplo n-alcano. As emissdes de metano foram estimadas
pela técnica do marcador hexafluoreto de enxofre. Foi utilizado o delineamento
experimental de blocos com duas repeticbes. As ofertas 4 e 8% emitiram
menores quantidades de CHs/animal que as ofertas de forragem 16, 12 e
8.12% do PV. Os modelos estudados demonstraram que a variabilidade das
emissdes € explicada, em maior proporgao, pelo conjunto de estrutura do pasto
(R?=0.53), e que a relacdo entre emissdo de CH, e consumo de matéria seca
foi altamente significativa (P<0.001), porém o consumo explicou a variancia dos
dados em proporcdo limitada (R?>= 0.20). Anualmente a emissdo de CHj, foi
determinada por mudangas no consumo e na estrutura do pasto,
principalmente, na taxa de acumulo de forragem. Com baixa taxa de acumulo,
principalmente no inverno, ha maior gasto de energia para realizagdo da
metanogénese. A relagdo observada entre a quantidade de CH,4 emitido por kg
de MS consumida em funcdo do consumo diario de MS apresentou
comportamento inversamente proporcional. O aumento da OF até niveis
moderados de intensidade de pastejo proporcionam maiores GPV e maiores
emissdes de CH4 por animal que oferta de forragem baixa. Porém as ofertas de
forragens alta e moderadas (16,12 e 8.12 ) emitiram menor quantidade de
metano por area e por kg de peso vivo produzido. Portanto a busca por
estruturas de pasto ideal através de manejos com intensidades de pastejo
moderadas aliada a altas taxas de acumulo do pasto, formam ambientes de
pastejos na qual os bovinos mitigam metano por kg de MS consumida, por ha e
por kg de PV produzido.

Palavras chave: gas de efeito estufa, pasto nativo, n-alcano, hexafluoreto de enxofre

! Tese de Doutorado em Zootecnia - Plantas Forrageiras, Faculdade de Agronomia, Faculdade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (99 p.), Janeiro, 2015.



Methane emissions by cattle under Herbage allowance levels in
Pampa Biome grassland'

Author: lan Machado Cezimbra
Adivisor: Paulo César de Faccio Carvalho

Abstract: The study was conducted at the EEA-UFRGS, in Eldorado do Sul/
RS, from Dec/2011 to Nov/2013 in order to study the effect of the structure and
dry matter intake in methane emissions and relate that to animal performance in
native grassland. The treatments consisted of the following forage allowance
levels: 4, 8, 8:12, 12 and16 kg DM / 100 kg live weight (LW), or % LW. The
animal testers were crossbred heifers with 24 months of age and 223 + 24 kg in
2012 and 12 months and 274 + 17 kg in 2013 when the entry of animals in the
experimental protocol. The variables to describe the pasture structure were:
herbage mass, herbage accumulation rate, pasture height and frequency of
tussocks. For the dry matter intake evaluation, it was used the technique of n-
alkanes technique based on the double alkane teory. Methane emissions were
measured by the sulfur hexafluoride tracer technique. The experimental design
was a randomized block design with two replications (paddocks) was used. The
4 and 8% LW herbage allowance treatments emited less CH4/animal than 16,
12 and 12.8% LW. The models showed that the variability of the emission is
explained in a greater proportion, the set of pasture structure (R?> = 0,53), and
that the relationship between emission of methane emission and dry matter
intake was highly significant (P <0.001). On the other hand, consumption
explained a smaller amount of the data variance (R? = 0.20). Annuall methane
emission was determined by changes in herbage consumption and sward
structure, mainly herbage accumulation rate. With low herbage accumulation
rate, especially in winter, there was a greater, waste of energy for
methanogenesis. There was an inverse relationship between the amount of
methane emitted per kg dry matter intake as a function of daily dry matter
consumption. Increasing herbage allowance to moderate grazing intensity
levels resulted in a greater LW gain and also higher CH4 emission per animal.
However, high to moderate herbage allowance tratments (16, 12 and 8-12)
emited less methane per area and per kg of LW produced. Managing native
grasslands under moderate levels of herbage allowance can creat canopy
strutures that favor both consumption and herbage accumulation rate, and also
mitigate beff cattle methane emissions per kg of DM, per area and per kg LW
produced.

Keywords: greenhouse gas, native pasture, alkane, sulfur hexafluorido

1 Doctoral thesis in Animal Science - Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (99 p.), January, 2015.
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1.1Introducao

O sistema digestoério dos ruminantes emite anualmente 5.4 Gt CO»-
eq para a atmosfera (FAO et al., 2013), contribuindo junto a outras fontes para
tornar o metano (CH4) o segundo gas, responsavel pelo aquecimento global
(Lassey, 2007). Com forte demanda mundial por produtos de origem animal, ha
previsdes de 80% de aumento na produgao de produtos de origem animal até o
ano de 2050 em comparacgao a 2005 (Alexandratos & Bruinsma, 2012).

A preocupagao com as emissdes dos gases de efeito estufa (GEE)
pela pecuaria ganha relevancia, mesmo que seja de conhecimento que o setor
que mais emite GEE seja o da geracao de energia pela queima de combustivel
féssil (IEA, 2007; IEA, 2008). De fato a emissdo de CH4 vem sendo objeto de
estudos de muitos inventarios nacionais em todos continentes. Uma das metas
de pesquisa, além de conhecer quanto cada pais esta emitindo, é entender as
causas de variagao que envolvem a metanogénese. Este conhecimento € o
que alimenta técnicas de manejo alimentar com vistas a alcangar a chamada
intensidade de emissao, na qual Leslie et al. (2008) definem como: emissao de
CH, ou de GEE emitida por unidade de produto produzido.

Apesar desta simples definicdo, a eficiéncia de emissao contempla
aspectos que devem ser respeitados. Por exemplo, em ecossistemas pastoris
naturais, a produtividade a ser alcangada, deve compor uma meta de manejo
que além de duradouras, beneficiem economicamente ao homem (Pacheco et
al., 2014) e ecologicamente o ecossistema e/ou Bioma em questdo. Portanto,
deve-se ter muito claro as relacbes de causa e efeito que determinados
manejos proporcionam a todo o sistema de produgéo pecuario de uma regiao.

Nos ecossistemas pastoris naturais do Bioma Pampa, uma das
técnicas que vem ha anos sendo pesquisada € o manejo da oferta de forragem
(OF), inverso da pressao de pastejo. A técnica consiste em adequar a carga
animal ao crescimento do pasto, tendo por meta uma determinada quantidade
de forragem sendo permanentemente disponibilizada ao animal. Esses estudos
tém sido conduzidos com a intengao de estudar as relagdes de causa e efeito
entre a vegetacao, o consumo e a produgao animal, com raro, ou nenhum, foco
nas emissdes de GEEs. Neste contexto esta € a proposta da presente tese,
estudar as relagdes de causa e efeito entre estrutura da vegetagdo nativa, o
consumo de bovinos em pastejo e suas consequéncias nas emissdes de CHa.

1.2 Objetivos gerais
Avaliar as emissbes de metano de bovinos pastejando campo
nativo.
Gerar estratégias de manejo do pasto com vistas a mitigar as
emissdes de metano simultaneamente ao aumento da producao animal.

1.3 Objetivos Especificos

Quantificar as emissdes de CH4 de bovinos em campo nativo nas
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diferentes condigdes de intensidades de pastejo e de estagbes do ano.
Investigar as relagbes entre as variaveis de estrutura do pasto
consumo de matéria seca e produgcdao de metano sob efeito de diferentes
intensidades de pastejo.
Definir os niveis de intensidade de pastejo que determinam a menor
emissao por area e por kg de peso vivo produzido.

1.4 Hip6teses em estudo

A emissado de metano por animal € dependente das caracteristicas
estruturais do pasto que definem a natureza e a magnitude do consumo de
forragem. O manejo da intensidade de pastejo € o condutor de todo o sistema

A emissédo de metano por unidade de area de pastagem (e.g., g CH4
ha'1) € dependente da quantidade de metano emitido por animal e, com maior
impacto das intensidade de pastejo empregada.

Da mesma forma como as producdes primaria e secundaria sao
favorecidas pelo manejo em intensidades moderadas, a eficiéncia da emissao
de metano também seria privilegiada em condigdes de intensidade de pastejo
moderada.

1.5 Revisao Bibliografica

Encontra-se ao sul da América do Sul (Uruguai, sul do Brasil e
nordeste da Argentina) um ambiente predominantemente pastoril, os
chamados Campos (Allen et al.,, 2011). Este possui caracteristicas de
vegetacdo determinadas pelo clima subtropical, solos de fertilidade variavel e
sob influéncia do pastejo e do fogo. Os campos consistem principalmente de
gramineas, ervas, pequenos arbustos e arvores ocasionais; na paisagem
ondulante e ou montanhosa (Allen et al., 2011). Segundo Boldrini (2006) os
campos possuem espécies de caracteristicas C3 e C4 na mesma escala
espaco temporal. As gramineas se destacam ocupando entre 60 e 80% da
area (Quadros et al., 2006).

De acordo com IBGE (2004) a parte brasileira desses campos é
denominado Bioma Pampa. E detentora de patriménio genético com alta
biodiversidade, raramente encontrado em outros ecossistemas pastoris do
planeta. Formado por campos de relevo levemente ondulados, abriga diversas
espécies animais e vegetais demonstrando vocagdo inconteste para a
exploragédo pecuaria. Tal ambiente pastoril parece a homogéneo num primeiro
momento, mas de fato é heterogéneo, promovendo dietas das mais
diferenciadas aos animais. Apesar de trazerem beneficios imensuraveis, os
quatro séculos de intervencbes antrépicas neste Bioma, acarretaram
crescentes perdas de area de campo, (Carvalho & Batello, 2009), o que
demonstra a baixa protecao destas areas.

De modo geral existem dois motivos principais relacionados a perda
de area e biodiversidade. Um deles é a expanséao da fronteira agricola causada
principalmente pelo avango da monocultura (Bilenca & Minarro, 2004). O
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outro, € a pecuaria extrativista, que pastoreia os campos com excesso de
animais, acima de sua capacidade (Carvalho & Batello, 2009). Carvalho &
Batello (2009) reportam que o principio basico da capacidade de suporte de
uma area € que cada ecossistema tem um potencial para produzir certa
quantidade de forragem, e esta define o numero de animais que podem
alimentar-se desta producdo de biomassa, relagdo nao respeitada pelos
manejadores.

A producgao animal esta entre as principais atividades econdmicas
desenvolvidas em ecossistemas naturais, porém o desconhecimento e o0 mau
manejo dos herbivoros ou a conversao do pasto nativo para monocultura, pode
acarretar em perdas de biodiversidade além de perdas de carbono (C) para
atmosfera Reid et al. (2004).

1.5.1 Oferta de forragem (OF)

A OF compreende a relacao entre a quantidade de matéria seca por
unidade de area e o peso vivo animal em qualquer ponto determinado no
tempo (Allen et al., 2011). E o inverso de pressdo de pastejo (Mccartor &
Rouquette 1977; Sollenberg et al., 2005). O conceito de OF vem sendo
utilizado em experimentos dirigidos ao manejo do pasto como variavel controle
das relagdes planta-animal. O Prof. Gerzy E. Maraschin no ano de 1986
implantou na area experimental da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) um protocolo experimental com estas caracteristicas, na intengcao de
entudar as relagdes de causas e efeitos governadas pela OF e aplicadas em
ecossistema pastoril natural da regiao do Bioma Pampa.

Segundo Maraschin et al. (1997) a OF ¢é a principal ferramenta para
controlar a pressao de pastejo permitindo incrementar, quando do acerto do
manejo, a produtividade das pastagens. Nas condi¢gdes usuais um excesso de
lotagdo é determinado pelos produtores, o que leva os animais pastejarem até
niveis baixos de massa de forragem, maximizando a quantidade de pasto
colhida por unidade de area. Nessas condicbdes, os fatores ndo-nutricionais
(Poppi et al., 1987) ou as restrigdes comportamentais (Hodgson, 1990) sdo os
fatores mais importantes, influenciando a ingestao de forragem dos animais em
pastejo. Niveis maximos de consumo e desempenho animal estao relacionados
com ofertas de forragem duas a trés vezes as necessidades diarias do animal,
de forma que ofertas diarias de matéria seca da ordem de 10 a 12 kg.100 kg
PV do peso vivo permitiriam o maximo desempenho individual de animais em
pastejo, ou especificamente uma faixa entre 11,5 e 13,5 kg.100 kg PV’
(Maraschin et al., 1997).

A adocdo da OF em experimentos de pastejo foi um passo
importante na experimentacao dos ecossistemas pastoris quando comparada a
protocolos que utilizam taxas de lotacdo como variavel experimental. Porém a
OF nao traz informacdes sobre estrutura do pasto e das espécies. A herbivoria
praticada pelos ruminantes, especialmente em experimentos de longa duragao,
provoca diversas mudangas na vegetagao, em particular estruturais, alterando
as relacdes folha:colmo e a composi¢cao botanica. Sdo estabelecidos novos
equilibrios entre as espécies adaptadas as condi¢bes de manejo a que se
encontra submetida a vegetacao (Lemaire & Chapmam, 1996).
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O manejo da OF em consonancia com a estrutura do pasto, visando
a producao de ruminantes dentro de um ecossistema pastoril natural € um
grande desafio. O controle do crescimento do pasto nas diferentes estagbes do
ano e em consonancia com a demanda nutricional dos animais constitui a agcao
basica de manejo que afeta todo o funcionamento do sistema. Neste contexto,
uma vez que a estrutura do pasto seja uma resultante deste controle, faz
sentido modificar intencionalmente a estrutura do pasto via alteracbes
periodicas da OF. Soares, (2002) testou essa hopétese trabalhando na area
experimental estabelecida pelo Prof. Gerzy Maraschin. Ele modificou a OF na
primavera em relacdo a praticada ao longo do ano, e verificou impactos
positivos, tais como maior taxa de acumulo, aumento gradual de massa de
forragem, e maior ganho de peso diario no periodo de inverno.

Em ecossistemas pastoris nativos ou nao, a intensidade de pastejo
influencia fortemente variaveis respostas, como por exemplo, a altura e a
massa de forragem (MF), a composi¢do botanica definindo por ultimo a
estrutura do relvado. Essas interferéncias no ecossistema pastoril, por
intermédio de diferentes intensidades de pastejo, sdo cruciais na definigdo do
desempenho animal, com consequéncia nas emissdes de gases de efeito
estufa (GEEs) e no balangco de carbono para atmosfera (Soussana et al.,
2007). Diante da crescente preocupagdo com a questdo ambiental e
sustentavel, ressalta-se a importdncia de manejos que permitam cenarios
produtivos, porém sustentaveis do ponto de vista ecolégico e mitigadores de
GEEs.

1.5.2 Gases de efeito estufa

Em 2007 o Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC)
reportou o acréscimo das médias de temperaturas entre os anos de 1900-2000
ficou entre 0,4°C e 0,8°C e ao intervalo de tempo de 1906-2005 que foram de
0,6°C a 0,9°C, alertando para mudancgas climaticas que estdo ocorrendo. Este
aumento de temperatura esta distribuido em todo planeta e causa derretimento
das geleiras, aumento dos niveis dos mares e maiores atividades cicldénicas
(IPCC, 2007).

As perspectivas de estabilidade climatica para os préoximos anos nao
sdo promissoras e tem origem no efeito estufa acarretado pelas altas
concentragbes dos gases dioxido de carbono (CO;), oxido nitroso (N20),
metano (CH,), hidrofluorcarbono, perfluocarbono e o hexafluoreto de enxofre
(SFs) (Le Trut et al., 2007).

Neste contexto o CO; insere-se como gas de efeito estufa (GEE)
antropico mais importante. Entre 1970 e 2004 as emissdes anuais desse gas
aumentaram em 80%, e no ano de 2004 representaram 77% de todo o GEE
emitido na atmosfera (IPCC, 2007). As emissdes de N,O representam ~10% do
total de GEE emitido na atmosfera, com potencial de aquecimento de 310kg
CO,-eq/kg de N2O. Noventa por cento dessas emissdes sao derivadas da
agricultura (Smith et al., 2007). Ja o CH4 com caracteristicas de alta absorgéo
de infravermelho, atinge potencial de aquecimento global estimado em 23kg
CO,-eq/kg de CHs (Ramaswamy et al., 2001). Nos ultimos 300 anos a
concentracdo de CH,4 na atmosfera aumentou em duas vezes e meia, isso em
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grande parte devida a produgao pecuaria, cultivo de arroz, decomposigao de
residuos (aterros sanitarios) e mineragao de combustiveis fésseis, contribuindo
para tornar o CHs o segundo gas, de origem antropica, na escala do
aquecimento global (Lassey, 2007).

A pecuaria é pauta das discussdes por contribuir diretamente para
as mudancgas climaticas por meio da fermentagcdo ruminal ou indiretmente
pelas conversdes de florestas em pastagens. Baseado no Live cicle assessent
(LCA), o setor emite 7,1 Gt de CO,-eq (didxido de carbono equivalente), ou
18% dos GEE emitidos (Steinfeld et al., 2006). Ja a agricultura emitiu 5,1 a 6,1
Gt de COz-eq no ano de 2005 e emitira 7,5 Gt de CO»z-eq no ano de 2020
(IPCC, 2007). Esses valores sdo equivalente a aproximadamente 11% do total
das emissdes, podendo chegar a 30% do total de GEE se houvesse mudanca
no uso do solo (Smith et al., 2007).

1.5.3 Metanogénese ruminal

A producdo do CH4 ocorre de forma natural, na auséncia completa
de oxigénio, pelo processo de degradacao dos carboidratos, principalmente na
fermentagcdo dos carboidratos estruturais, pela simbiose entre ruminante
hospedeiro e a microflora rumino-reticular, composta por bactérias, archaea,
protozoarios e fungos (Akin, 1993). No ambiente ruminal € produzido de 87 a
92% de todo o CH4 emitido pelo bovinos (Murray et al., 1976; Torrent &
Johnson., 1994). O restante 8 a 13% ¢é produzido no cecon e intestino grosso.

Parte dessa producdo do intestino sera absorvida e expirada pelo
animal, totalizando 98% de CH,4 emitido na forma de eructos e expiragao, e de
2% (Murray et al., 1976) a 3% (Mufioz et al., 2012) por flatuléncia. E pouco
conhecida a metanogéneses existente no bolo fecal, mas provavelmente o
potencial de emitir CH4 € baixo devido a concentragdes inibitérias de amodnia
(NH3) (Chen et al., 2008)

A fermentacao dos carboidratos no rumem tem como produtos finais
os acidos graxos volateis (AGV) propibénico, acético e butirico, e libera entre
outros os gases dioxido de carbono (CO3), hidrogénio (Hz) e aménia (NHs), O
CO; produzido serve como fonte de carbono (C) e o H, como receptor de
elétrons, fazendo parte da via dominante da metanogénese ruminal (Morgavi et
al., 2010), que denota o uso terminal do C nesse processo de fermentagao. Ja
a eliminacdo do H, do rumem favorece a fermentacdo dos carboidratos,
comparado a digestdao na presenga de H; (Janssen & Kris, 2008) reduzindo
custos energéticos (Yokoyama & Jonhson, 1993). Esses mesmos autores
salientam que a producao de CH4 nao representa ineficiéncia ao ruminante. Ao
contrario, promove fermentacido eficaz na sintese de trifosfato de adenosina
(ATP) ao manter baixas as concentragdes de H,. O processo nao € ineficiente,
porém, perde-se de 2 a 12% da energia digestivel consumida na retirada do H;
via emissdo de CH4 (Jonhson & Jonhson, 1995), dependendo do alimento e
dos niveis de consumo.

A metanogénese nao ocorre de forma homogénea ao longo do dia e
sofre alteragdes por inumeros fatores. As variacbes podem estar associadas a
distintas caracteristicas, tais como volume do rumem, capacidade de selecio e
ingestdo dos alimentos, tempo de retencdo dos alimentos no rumem e as
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associacoes de fatores que conduzem a maior ou menor capacidade da
digestdo da fibra (Lassey, 2002). As pesquisas apontam para diferentes
emissoes de CH4 entre individuos em situagao de consumo ad libitum, variando
entre 52 e 64% (Boadi & Wittenberg, 2002; Pinares-Patifio et al., 2007;
Hammond et al., 2009). Ulyatt & Lassey (2001) encontraram variabilidade ainda
maior, alcangando 87% nos dados individuais de emissao.

Segundo Jonhson & Jonhson (1995), existem dois mecanismos que
alteram a emissdo de metano ruminal. O primeiro € a quantidade de
carboidrato fermentado no reticulo-rumem, onde a interacéo dieta-animal altera
o balango entre a taxa de carboidrato fermentado e o fluxo de passagem da
digesta. O segundo mecanismo regula o suprimento de H, e a subsequente
producdo de metano através da taxa de AGV produzido. Em particular a
relagdo entre os acidos acético e propibnico produzido. Essa relagdo tem
grande impacto sobre a emissédo de metano. Por exemplo, se for produzido
apenas acido propiénico a perda energética através do metano seria igual a
0%. Ao se modificar a fermentagao para produzir apenas acido acético, a perda
energética passa para aproximadamente 33% (Wolin & Miller 1988).

De acordo com Moss et al. (2000), a formagao de acetato e butirato
promovem a producdo de CH4. Ja a formacdo de propionato pode ser
considerada como forma competitiva de utilizacdo de H, no rumem. E o caso
dos carboidratos soluveis, que sofrem maiores taxas de degradagdo no rumem
que os estruturais (Moe & Tyrrell, 1979) e promovem a producédo de acido
propibnico como produto final da fermentacdo. Além disso a rapida
fermentagao dos carboidratos esta associada com a diminui¢ao do pH ruminal
que torna o ambiente menos favoravel a metanogénese, quando os valores de
pH encontram-se entre 6 e 6,4 (Johnson & Johnson, 1995; Lee et al., 2000;
Moss et al., 2000; Jarvis et al., 2000). Dietas baseadas em forragens que
proporcionam baixo pH ruminal, resultam em queda nas taxas de
metanogénese independente da formacgao de propionato (Moss et al., 2002).

O fornecimento de forragem de alta qualidade, seja através de pasto
com menor quantidade de fibra e grande quantidade de carboidratos soluveis,
seja gramineas consorciadas com leguminosas ou pasto em inicio de estadio
vegetativo, podem reduzir a emissdo de CH, (Beauchemin et al. 2008; Ulyatt et
al., 2002). O aumento da qualidade da forragem tende a aumentar a ingestéao
voluntaria e reduzir o tempo de retengcdo ruminal, promovendo reducdo da
energia da dieta transformada em CH4, aumentando a eficiéncia do sistema
(Blaxter & Clapperton 1965).

A relagcdo entre consumo e emissdao de CH4 por dia é linear,
(R?=0,99) (Kurihara et al., 1999), principalmente com forragens tropicais.
Porém se torna variavel conforme padrdes de digestibilidade e niveis de
consumo. O aumento de consumo de forragem diminui as taxas de emissdes
de metano em 1,6% por nivel de acréscimo de consumo (Jonhson et al., 1993).
Sun et al. (2012) e Hammound et al.,, (2012) trabalhando com ovinos
encontraram associagao negativa entre emissdo CH4 e matéria seca ingerida.
A queda das taxas de emissdo pode ser devida a variabilidade da taxa de
passagem, que aumenta de 54% para 68%, diminuindo as emissées de CH,
em 30% (Moss et al., 2000).

O tempo médio de retengao dos alimentos no rumem, é reponsavel
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por 28% das emissdes de CH,4 (Okine et al., 1989), e pode ser explicado pelo
aumento do fluxo da digesta que diminui o crescimento dos microrganismos
metanogénicos (Weimer, 1998). Kurihara et al., (1999) sugerem que forragens
que proporcionam alto consumo e alto ganho de peso diminuem as taxas de
emissdo de metano, apresentando relagao curvilinea entre ganho de peso e
emissdao de metano. A provavel explicacdo € que o aumento no consumo
proporciona queda na taxa de digestibilidade da matéria organica (Sauvant &
Giger-Reverdin, 2009), diminuindo a metanogénese ruminal por unidade de
matéria organica consumida.

Outro fator importante que interfere nas taxas de emissdo de CH4é
a grande proporcdo de alimento fermentado no rumem para suprir as
exigéncias metabdlicas basicas dos ruminantes, chamada exigéncias de
mantenca. Esta fermentagdo produz de 40 a 60% de todo CH,4 emitido pelo
animal (USEPA, 1993). Portanto aumentar a eficiéncia de utilizagcdo dos
alimentos por unidade de produgéao de carne, leite, |a ou trabalho dilui a energia
destinada a mantencga, o que pode ser aplicado como forma de gestdo. Na
pratica isso poderia ter implicacbes importantes para estabilizar as
concentragdes de CH,4 atmosféricas (Leng, 1993).

Com a finalidade de explorar a eficiéncia do uso dos alimentos,
Chagunda et al., (2009) mediram o consumo de forragem de alta qualidade em
vacas de alta producéo de leite e verificaram baixas produgdes de CH4 por kg
de leite produzido. Segundo Muetzel et al. (2009) ovinos alimentados com
pasto fresco em diferentes niveis de ingestdo obtiveram quantidades de CH,
yield (kgCH4 kgMSI™" ou kg EB™) diminuidas de 5,3g CHs kgMSI™'. Dietas
contendo silagem e grdo, podem aumentar as emissao de CH4 por animais,
mas decrescem as emissao de CH, yield em repostas ao aumento de ingestao
de matéria seca (Blaxter e Clapperton, 1965; Jonhson et al., 1994; Lassey et
al., 1997).

1.5.4 Efeito do manejo na emissao de CH4

A variagao nas emissdes de CH4 sdo conhecidas em dietas com alta
relagdo acetato:propionato, porém em ambientes pastoris complexos, com
dificil acesso a plantas de alta porcentagem de carboidratos soluveis, e onde a
eficiéncia em transformar forragem em produto animal € mais variavel, essas
respostas nao estdo esclarecidas. Diferentes manejos de pastagem podem
alterar a estrutura de pasto alterando a eficiéncia alimentar, impactando a
producao individual de CHs e CH,4 yield, uma vez que esta varia com a
quantidade e qualidade da energia do alimento digerido (US-EPA, 1990).

Em sistemas onde ndo sdo importados alimentos para os animais,
ou nutrientes para o solo, a eficiéncia do uso do pasto pode estar ligada a OF,
que é considerado 0 manejo mais simples nos sistemas pastoris (Holmes et al.,
1984; Animut et al., 2005). Esse manejo influencia diretamente a estrutura do
pasto, a qual altera o consumo e a digestibilidade do pasto ingerido, sendo
decisivo no desempenho animal e na emissao de CH4 na atmosfera.

Para cada sistema ha uma OF 6tima, que corresponde a maior
perenidade do pasto aliando produgdo de forragem com qualidade e maior
produtividade animal. Esta OF o6tima proporciona aumento no nivel de
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consumo e reduz as perdas na forma de metano como porcentagem do
consumo diario de energia (Blaxter & Clapperton, 1965; Moss et al., 1995), por
kg de produto produzido (Schonbach et al., 2012) e também pode melhorar as
propriedades do solo (Hodgson, 1990) e a quantidade de GEE emitidos pelo
mesmo (Howden et al., 1994; Soussana et al., 2007; Allard et al., 2007;
Franzlueber, 2010).

Quando os valores de emissao de CH4 sdo expressos em produto
produzido, observa-se que o manejo da intensidade de pastejo pode reduzir a
emissdo de metano em 10% kg'1 de produto produzido (Phetteplace et al.,
2001). Segundo Hristov et al. (2013), diminuir a intensidade de pastejo permite
aumentar a quantidade de produto animal produzida com impacto ambiental
reduzido. No entanto, a mitigacdo dos niveis de CHj4 global sé ocorre, se
mantiver constante, ou diminuir, as emissdes de CH4 enquanto GPVanimal™
aumenta, aliado a redugao da carga animal (Moss & Newboldc 2000; Wang et
al., 2006; Howden et al.1994 ).

1.5.5 Consumo de forragem

O consumo de forragem é o aspecto mais importantes para
sobrevivéncia dos animais e também o fator mais determinante dos sistemas
de produgao (Baile & Della-Ferra, 1981), uma vez que 60 a 90% da variagao no
desempenho animal é fungéo direta do consumo de matéria seca digestivel
(Mertens, 1994). Noller et al. (1996) apontaram que o consumo de matéria
seca produz mais impacto na producdo animal do que as variagdes na
composi¢cao quimica ou disponibilidade dos nutrientes.

E justamente esse um dos maiores entraves da pesquisa em
ruminantes: quantificar e qualificar o que um ruminante ingere diariamente em
pastejo. Resolvé-lo, significaria avangar no conhecimento nas relagdes de
causa e efeito, na interface planta-animal em ambientes heterogéneos, Nos
experimentos com ruminantes mantidos em pastejo, 0 consumo nao pode ser
medido diretamente. Depende de determinagdes de digestibilidade do pasto
ingerido e da quantificacdo da excregao fecal. Esta pode ser conhecida
diretamente com bolsas coletoras de fezes, porém, esse procedimento pode
alterar o comportamento ingestivo dos animais. Outra forma de medir o que o
animal excreta diariamente, de modo indireto, é através do uso de indicadores
externos. Esta técnica é baseada no principio de que a excregao fecal por um
animal é inversamente proporcional a digestibilidade, mas diretamente
relacionada ao consumo (Carvalho et al., 2007).

Os indicadores sao substancias indigestiveis, geralmente
administradas com o alimento, podendo posteriormente serem identificadas e
quantificadas nas fezes ou ao final do segmento do trato digestivo (Warner,
1981), sem necessidade do uso de bolsa coletora de fezes. Segundo Berchielli
et al. (2000), os indicadores podem ser classificados como internos e externos.
Os primeiros sdo constituintes dos alimentos e os externos sdo adicionados a
dieta do animal.

Uma das premissas basicas para o sucesso no uso de indicadores
em animais em pastejo € a qualidade da amostragem das fezes e
principalmente da fragdo do pasto consumida pelo animal.
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A técnica comumente utilizada para essa amostragem é a simulagao
de pastejo, que apresenta limitacdo referente a decisdo da coleta do
consumido que fica inerente ao observador (Carvalho et al., 2007). Agreil &
Meuret (2004) propuseram um método inovador de estudo do comportamento
ingestivo em pastejo, a partir da continua observagdo do animal para
categorizar os bocados que representam o modo de pastejo mais frequentes.
Cada amostra é coletada conforme a categorizagdo de cada bocado,
diminuindo o efeito do observador. Apesar de promissora existem poucos
resultados publicados referentes a essa técnica.

Varias substancias sao utilizadas como indicadores (e.g., Oxido
cromico e itérbio), e muitas apresentam boas caracteristicas para tal fim. No
entanto, poucas realizam estimativas de consumo e digestibilidade com
precisdo e acuracia. Nos ultimos vinte anos Dove & Mayes, (2006) vém
apresentando avangos nos estudos de ceras cuticulares dos tecidos vegetais,
0s n-alcanos, como indicador de consumo de herbivoros em ecossistemas
pastoris.

1.5.6 N-alcanos

Os n-alcanos sao hidrocarbonetos alifaticos saturados de cadeia
longa, indigestiveis, que podem ser considerados como a “impressao digital”
das plantas, pois, supostamente, cada planta possui um perfil Unico de n-
alcanos (Dove & Mayes, 1991). Essa caracteristica é altamente relevante, pois
a partir dela, poderia-se, além do consumo total, diferenciar o consumo entre
gramineas tropicais e leguminosas (Cortes et al., 2005), e ainda descriminar de
10 a 15 espécies que foram consumidas, por meio de equagdes matematicas
(Dove & Mayes, 1991).

A cera cuticular das plantas € composta por uma cadeia impar de n-
alcanos, estrutura superficial relacionada a redugao das perdas de agua e
respiragao cuticular. Portanto, sensivel as condigdes ambientais (Oliveira &
Salatino, 2000) que quando usada como indicador para calcular 0 consumo
deve ser recuperada nas fezes.

As estimativas de consumo obtidas por esta técnica nido sao
influenciadas pela digestibilidade individual da forragem ou pela recuperagao
dos indicadores, desde que as recuperagdes fecais dos n-alcanos de cadeia
impar (interno) e de cadeia par (externo) sejam similares (Dove & Mayes, 1991;
Malossini et al., 1996).

O uso concomitante de um par de n-alcano na estimativa de
consumo possui uma vantagem relevante em relacdo ao crémio, indicador
muito utilizado em pesquisa. Além de ndo ser téxico ao ser humano, pode
determinar a digestibilidade, producao fecal e a composicdo do alimento a
partir de uma unica analise (Mayes et al., 1986). Diversos pesquisadores tém
indicado, para esse fim, o uso concomitante do par C33/Cs, (Mayes et al., 1986;
Reeves et al., 1996; Unal et al., 1997; Berry et al., 2000; Gedir Hudson, 2000;
Oliveira, 2003; Molina et al., 2004; Morenz et al., 2006;Sanchez, 2012). Da
Trindade (2010), trabalhando na mesma area experimental que a presente
tese, nao verificou interacbes entre as OF e as concentracbes de Csp, €
concluiu que o par de n-alcanos tem potencial para estimar consumo de
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forragem para esse tipo de pasto é o par Cs33/Cs,.

A técnica dos n-alcanos tem revelado bons resultados nas
estimativas de consumo de ruminantes em pastagens homogéneas (Dove et
al., 2000; Coates Penning, 2000). No entanto, a mesma técnica, em ambientes
complexos como no Bioma pampa, apresenta dificuldade no que se refere a
coleta de pasto, devido as diferentes espécies e estruturas de pasto em
comparagao a pastos homogéneos. Friend et al. (1995), estudando consumo
de ovinos em sistemas extensivo nas llhas Falklands, revelaram igual
dificuldade em simular o consumido.

No entanto existem pesquisas demonstrando que n-alcanos podem
ser usados para estimar consumo em ecossistemas pastoris heterogéneos. Por
exemplo, Miller & Tompson (2005) e Ferreira et al. (2005), pesquisando em
regides diferentes e com alta complexidade de estruturas, encontraram
resultados de consumo acurados, demonstrando o potencial do n-alcanos
como indicadores de consumo.

A presente tese ndo tem a pretensdo de avaliar o n-alcano como
indicador de consumo e ou digestibilidade, e sim de utiliza-lo como ferramenta
para conhecer e entender as relagdes de causa e efeito do consumo e
digestibilidade no desempenho animal e na emissdo de CHj diante das
diferentes OF propostas.
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Relagoes entre estrutura do pasto, consumo e emissao de metano de
bovinos em campo nativo

Resumo

O trabalho foi conduzido na EEA-UFRGS, em Eldorado do Sul/RS,
entre dez/2011 e nov/2013 com o objetivo de estudar o efeito da estrutura do
pasto e consumo de matéria seca (MS), sobre a emissdo de metano por
novilhas mantidas em pastagem nativa. Os tratamentos consistiram dos
seguintes niveis de oferta diaria de forragem (OF): 16, 12, 8.12, 8 e 4 kg de
MS/100 kg de peso vivo (PV) arranjados em blocos casualizados com duas
repeticdes. Foram utilizadas novilhas mesticas com 24 meses de idade e
223,93 + 24 kg em 2012 e 12 meses e 274 + 17 kg em 2013. Peso e idade
referentes a entrada dos animais no experimento. As variaveis utilizadas para
descrever as caracteristicas do pasto foram: massa de forragem, taxa de
acumulo, altura do pasto e frequéncia de touceiras. Na avaliagdo do consumo
de matéria seca utilizou-se a técnica dos n-alcanos a partir da teoria do duplo
n-alcano. As emissdes de metano foram estimadas pela técnica do marcador
hexafluoreto de enxofre. Os resultados indicaram que as ofertas 8 e 4%
emitiram menores quantidades de CHs/animal que as OF 16, 12 e 8.12%. Os
modelos estudados demonstraram que a variabilidade das emissbes é
explicada, em maior proporg¢ao, pelo conjunto das variaveis relacionadas ao
pasto (R?=0.53), e que a relacdo entre emissdo de CH,e consumo de matéria
seca foi altamente significativa (P<0.001). Porém, o consumo nao explicou a
variacdo dos dados de forma satisfatéria (R*= 0.20). A emiss&o anual de CHy
foi determinada por mudancas no consumo e na estrutura do pasto, e foi
particularmente relacionada a taxa de acumulo de forragem. Em baixa taxa de
acumulo, como ocorre no inverno, ha maior gasto de energia para realizagéao
da metanogénese. O aumento dos niveis de consumo de MS diminuem a
quantidade de CH4 emitido por kg de MS consumida. Conclui-se que estruturas
de pasto, moldadas por intensidades de pastejo moderadas, aliadas a altas
taxas de acumulo do pasto, constituem ambientes pastoris onde mais se mitiga
as emissdes de metano por kg de MS consumida.

Palavras chave: Bioma pampa, metanogénese, gas de efeito estufa, n-alcano,
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1. INTRODUGAO

O conhecimento das relacdes de causa e efeito entre estrutura do
pasto, consumo e a quantidade de metano (CH4) gerada pelo rumem é
imprescindivel para nortear as agdes de mitigacao dos gases de efeito estufa
(GEEs) gerados pelos ruminantes. As variaveis mais comumente investigadas
no contexto da emissao de CH4 entérico, abrangem os fatores nutricionais;
niveis de consumo, digestibilidade do alimento e caracteristicas quimicas da
dieta (Pinares-Patifio et al., 2008; Jonhson Jonhson, 1995). Raras sao as
inferéncias sobre os efeitos das caracteristicas estruturais do pasto nas
emissoes de CHys.

A estrutura do pasto, definida por Laca & Lemaire (2000) como: “a
distribuicdo e arranjo da parte aérea das plantas numa comunidade”, € um
componente da pastagem que influencia a quantidade e qualidade do alimento
que os ruminantes ingerem (Hodgson, 1990). Os atributos quantitativos e
qualitativos do substrato que alcancarem o ambiente ruminal, determinardo o
padrdao de fermentagdo e o gasto energético na eliminagdo do carbono e
hidrogénio na forma de metano CHa.

Os pastos nativos apresentam heterogeneidade de estrutura e
diversificagao de espécies, presenca de plantas com metabolismo C3 e C4 no
mesmo ambiente e diferentes arranjos de dossel devido a intensidade de
pastejo empregada, portanto diversificagdo de alimentos destinada aos
ruminantes. A heterogeneidade espacial e temporal altera o consumo e este
pode influenciar a emissao de CH4. Se houver oportunidade para colheita de
dieta com alto teor de carboidrato soluvel, presente nas folhas, menor sera a
propor¢ao da energia do substrato utilizada na metanogénese. Do contrario se
o0 substrato colhido contiver alta quantidade de carboidrato estrutural,
principalmente aqueles contidos nos colmos, o rumem destinara maior
quantidade de energia na degradagdo da digesta, aumentando a taxa de
formagao de CH4 por kg de MS consumida. A relagao entre carboidrato soluvel
e estrutural na formacdo do CH,; é descrita e explorada por diversos
pesquisadores (Jonhson Jonhson, 1995, Beauchemin et al., 2008; Ulyatt et al.,
2002)
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As modificagdes estruturais relacionadas ao manejo da oferta de
forragem (OF) em variaveis tais como, a altura do pasto, massa de forragem,
relagdo folha:colmo, e/ou causadas por condi¢cdes climaticas como presenca
de certas espécies (e.g C3 e C4) e do crescimento do pasto, podem interferir
diretamente no consumo. Uma vez interferindo no consumo, pode
indiretamente afetar os padroes de fermentacdo ruminal e alterar as emissoes
de CH4 e CH4yield (Ym; gasto de energia bruta pra emitir CH,). No entanto, a
estrutura do pasto € uma variavel relacionada as relagdes de causa e efeito
com consumo, e pouco observada na literatura referente a emissao de CH4. Os
experimentos que analisaram o consumo e a digestibilidade como variaveis
explicativas da emissao de CH4, como por exemplo em Kurihara et al. (1999)
que encontraram R?=0.99, demonstram que a quase totalidade da variancia
dos dados é explicada pelo consumo de MS. Porém usualmente a alimentacao
€ processada e fornecida aos animais em camaras de coleta de gas. Nessas
condicdes nao existem os efeitos da estrutura do pasto, assim como também
nao existe a variabilidade animal, associada a busca e apreensao de alimento
em pastejo.

Experimentos sob condigdes de pastejo agregam efeitos estruturais
as respostas estimadas pelo consumo, e a variancia dos dados passa a ser
mais dificil de ser explicada. Por exemplo Lassey et al. (1997) estudaram
ovinos em pastejo e verificaram correlagéo entre emisséao de CHs e consumo
de 0.37. Os autores ressaltaram a existéncia de efeito entre animais, e que
87% da variancia dos dados nao foram explicadas. Em outro experimento com
ovinos em pastejo, Savian et al. (2014) encontraram coeficiente de
determinacao de 0,23 para as mesmas variaveis. Hammond et al. (2009) em
condigdes similares de estudo explicaram apenas 13% da variancia e
sugeriram que mais de 80% pudesse ser explicado por diferengas entre
animais, pela digestibilidade e por interagdes com os componentes fisicos e
quimicos do pasto.

A maior parte da variagdo da emissao de CH, yield é causada pela
interacao entre as caracteristicas estruturais e quimicas do pasto, combinada

ao efeito de ruminacéo e fisiologia digestiva, pH da digesta e forte efeito animal
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(Pinares-Patino et al., 2003; 2007). Ha fatores diretos e indiretos e ainda
interacdes entre os fatores, de forma que fica subentendido que as relacbes de
causa e efeito no que se refere as emissdes de CH4 devam ser investigadas e
exploradas em condi¢bes de pastejo.

Na regidao do Bioma Pampa, vem sendo conduzido um experimento
desde de 1986, onde os bovinos sao providos dos nutrientes de que
necessitam pelo exclusivo acesso ao pasto nativo, com o minimo de
intervencao antropica. Em principio, o0 Unico manejo consiste em disponibilizar
diferentes quantidades de pasto aos animais que dele tém o desafio de retirar
as quantidades de nutrientes requeridas e que estdo sob efeito da OF e da
estacao do ano. Esse protocolo permite estudar as relacdes de causa e efeito
entre pasto, consumo e digestibilidade incluindo o efeito da estrutura do pasto
no processo. Neste contexto o objetivo deste trabalho foi estudar o impacto das
variaveis estruturais do pasto e consumo de matéria seca na emissao de CH,

por bovinos consumindo pasto nativo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local, animais e tratamento

O experimento foi conduzido nos anos de 2012 e 2013 em area de
pasto nativo pertencente a Estacdo Experimental Agronédmica da Universidade
Federal do Rio Grande do sul - Bioma Pampa, Brasil. O clima da regido é do
tipo Cfa, subtropical umido com verdes quentes, segundo a classificacdo de
Koppen. No dispositivo experimental vem sendo conduzido pesquisas desde
1986. A area experimental corresponde a 38,78 ha, sendo que as unidades
experimentais variaram entre 3,0 e 5,2 ha. A area é manejada sob pastoreio
continuo com lotagao variavel em fungéo dos niveis de oferta de forragem (OF)
que constituem os tratamentos de intensidade de pastejo. Existe alta variedade
de espécies e as principais observadas foram: PaspalumnotatumFligge,
Paspalumpaucifolium, Paspalumpumilum, AndropogonlateralisNess,
Andropogonvirgatus, Aristidajubata, Aristidalaevis(Nees) Kunth, Baccharisspp,
Eryngiumsiliatum. Os niveis diarios de OF estudados foram: 16, 12, 8 e 4 (kg

MS-100 kg de PV'-dia’, ou % PV) e vém sendo empregados na area
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experimental desde 1986. Um tratamento foi adicionado em 2000,
representando uma estratégia de manejo de OF que é variavel ao longo do
ano. O tratamento OF 8.12, significa que 8% é a OF empregada na primavera
e 12% no restante do ano. Com isso, cinco foram os tratamentos que
configuraram diferentes estratégias de manejo, variando intensidades de
pastejo desde nivel baixos (OF 16%) até niveis expressivamente elevados (OF
4). Os ajustes de OF foram realizados aproximadamente a cada 28 dias
utilizando-se a técnica put-and-take (Mott e Lucas, 1952). Cada unidade
experimental contou com trés animais festers mais um numero variavel de
animais reguladores. Exceto o manejo da OF, nenhuma outra intervencao foi
constituida, como por exemplo fertilizagao, irrigagédo, fogo ou rogada.

Em 2012 os animais experimentais foram novilhas mesticas,
oriundas de cruzamentos entre as ragcas Angus, Hereford (Bos taurus taurus) e
Nelore (Bos taurus indicus) com idade de 24 meses e peso médio de 223 + 24
kg quando da entrada na area experimental em 02/12/2011. Os animais
permaneceram por 380 dias (até 17/12/2012). Em 2013, trocou-se todo o lote
de animais por novilhas de mesmo tipo genético com idade de 12 meses e
peso médio de 274 + 17 kg quando da entrada na area experimental em
21/02/2013, permanecendo por 294 dias (até 11/11/2013).

2.2 Dosagem do n-alcano (C3;) e coleta de fezes

As dosagens de n-alcanos e as coletas de fezes foram realizadas
nos animais testers (sempre 0os mesmos animais, que também eram utilizados
para avaliar o desempenho animal e fazer as coletas de CH4). Em cada
estacao dos anos 2012 e 2013, com excecgao do inverno de 2012, os animais
testers foram dosados com pellets contendo 200mg de dotriacontano (Csz) por
10 dias consecutivos. No quinto dia de dosagens de cada periodo, iniciou-se a
coleta de fezes, aproximadamente as 7h da manha e as 18h da tarde,
estendendo-se até o décimo dia.

As coletas eram identificadas por animais e tratamentos,
acondicionadas em sacos plasticos e, no mesmo dia da coleta, eram

acondicionadas em estufa de ar forcada a 55°C. Ali permaneciam na estufa até
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verificagcdo de secagem completa da amostra. Ao término das secagens, as
amostras foram moidas em moinho tipo Willey com peneira 18 mesch. Foram
entdo homogeneizadas para retirada de 30% do conteudo de cada amostra, e
agrupadas para formar amostra composta por animal, estacdo e ano, e entéo

enviadas ao laboratoério para analise.

2.3 Simulagao de pastejo

As amostragem de forragens, que simulam o que o animal ingeriu
diariamente, foram coletadas seguindo a metodologia descrita por Agreil &
Meuret (2004). Segundo a técnica, foi realizada a continua observacado do
animal em pastejo para categorizar os bocados que representam o modo de
pastejo mais frequentes, diminuindo o efeito do observador. Para cada estagao
do ano, os observadores, treinados, construiram um gride de categorizagao
dos bocados. Nos trés dias consecutivos apdés a coleta de fezes, os
observadores, uma vez sorteada a UE, simularam o pastejo dos trés animais
testers sequencial, das 6:00h da manha até o final do dia, quando o nivel de
luminosidade ndao mais permitisse distinguir os bocados. Apdés a coleta de
simulagao, as amostras foram acondicionadas em sacos de papel e por animal
e secas em estufas de circulacido de ar forcada a 55°C até verificacdo de peso
constante, e entdo moidas em moinho tipo faca com peneira de 1 mm. Apods a
moagem de cada amostra o moinho era descontaminado de possiveis residuos

com Hexano P.A.

2.4 Anidlise laboratorial dos n-alcanos

A metodologia utilizada para determinagéo dos n-alcanos presentes
nas fezes e nas forragens esta descrita por Mayes (1986). A analise foi
realizada em cromatégrafo SHIMADZU GC-2010 equipado com detector de
ionizagdo de chama (FID), um carretel autosampler AOC-20S e um injetor tipo

autoinjector AOC-20i. Os n-alcanos extraidos foram injetados (1ul) numa

coluna Rtx®-5 RESTEK (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, absorvente composto por
5% difenil e 95% dimitil polisiloxane). O gas de arraste foi o He em fluxo

constante de 30 ml/min. Gradientes de temperatura foram controlados para o
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injetor (270°C) e a coluna (170°C por 1 min; 300°C/min até 215°C espera de 1
min e 6°C/min para 300°C; 21min). A temperatura do FID foi mantida a 340°C.
O procedimento de GC foi calibrado com uma solugdo de padrao externo

contendo uma mistura sintética dos n-alcanos C7 a C40 (>99% de pureza,

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) em concentragées similares aquelas
encontradas nos extratos. As areas dos picos cromatograficos correspondentes
a cada n-alcano foram determinadas por meio do software Shimadzu GC
Solution, sendo que a identificacdo dos n-alcanos de comprimento de cadeia

entre C20 e C37 foi baseada na comparagao com o padrao externo, pelo

tempo de retencdo médio de cada n-alcano na coluna. Os picos identificados
foram convertidos em quantidades de n-alcanos tomando como referéncia o

padrao interno C34 e calculados em mg/kg de MS de fezes e de forragem.

2.5 Calculo do consumo e digestibilidade
Os consumos de matéria seca (CMS) foram estimados a partir das
concentragdes dos n-alcanos presentes naturalmente na forragem (Cs3) e 0

homdlogo dosado via oral (C32) segundo equacéo de Dove e Mayes, (1991);

FecalC33

c _ (Feca1C33
N FecalC32

m) * Valor dosado/(Forragem(C33 — ((

) * Forragem(C32)

onde: CMS: consumo de matéria seca (kg dia™'); Forragem Css: concentragdo
na forragem fecal do n-alcano natural Cs; (mg/kg de MS); Forragem Cs:
concentragdo na forragem do n-alcano natural Cs, (mg/kg de MS)Fecal Csy:
concentracéo fecal do n-alcano Cs; (mg/kg de MS); Fecal Css: concentragéo
fecal do n-alcano Cs3 (mg/kg de MS) Valor dosado: quantidade administrada
diariamente (mg) do n-alcano Cs, (mg).

A digestibilidade das amostras que simularam a forragem consumida
pelos animais testers foi estimada a partir das concentragdes dos n-alcanos
presentes naturalmente na forragem (Csz3) e a concentragdo fecal (Css)
segundo Dove e Mayes, (2005):

ForragemC35)

DMS =1~ ( FecalC35
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Onde: DMS: Digestibilidade da matéria seca; FecalC35: concentragao fecal do
n-alcano natural do Css (mg/kg de MS); Forragem C35: concentragdo na
forragem do n-alcano Css (mg/kg de MS).

Para calcular o metano yield (Ym), percentual do gasto de energia bruta

consumida que foi gasta pela metanogénese, foi utilizada a seguinte férmula:

Vi = (EBCH4)
M = \EBCcMS

onde: Ym: é o percentual (%) do gasto de energia bruta consumida que foi

usada na metanogénese; EBCH,: Energia bruta gasta com a produgao diaria
de metano em kg; EBCMS: Energia bruta consumida diariamente.
13.3 Mcal: constante usada para transformar CH; em EBCHL,.

4,4 Mcal: constante usada para transformar CMS em EBCMS.

2.6 Avaliacao do pasto

Os tratamentos aplicados desde 1986 acarretaram uma estrutura
bimodal do pasto e dispersa em mosaico (Cérrea e Maraschin, 1994), onde o
estrato superior tem predominancia de touceiras enquanto o um estrato inferior
€ composto apenas por plantas herbaceas de baixo porte. A cada 28 dias
aproximadamente, a massa de forragem (MF) foi amostrada em 50 pontos por
unidade experimental (UE) com auxilio de um quadro metalico com 0,25m? de
area, pela técnica de dupla amostragem descrita por Wilm et al. (1944). Para
ajuste da OF foram utilizadas apenas as avaliagdes realizadas no estrato
inferior de cada UE. As touceiras foram quantificadas por meio da frequéncia
de seus registros nos quadros de amostragem. Nos mesmo pontos de
estimativa de massa de forragem eram medidas cinco pontos de altura do
pasto, totalizando 250 pontos de altura de pasto por unidade experimental

A taxa de acumulo de forragem (TA) foi medida por meio de quatro
gaiolas de exclusdo ao pastejo alocadas no estrato inferior de cada UE em
procedimento intermitente ao longo de todo periodo experimental. Para cada
gaiola foram escolhidos dois locais idénticos quanto as caracteristicas da
vegetacdo. Em um dos locas se demarcava a area do quadro (0,25m? de area)
e a gaiola era colocada sobre o local. No segundo ponto, que é semelhante ao

primeiro, realizava-se, o corte do pasto dentro do quadro de 0.25m? em nivel
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do solo, e as amostras colhidas eram entdo secas em estufa de ventilagao
forcada de ar a 55°C até peso constante, por aproximadamente 72h. A cada
~28 dias realizava-se o corte do pasto dentro da gaiola, cuja diferenga em
relagdo ao corte anterior e dividida pelo numero de dias decorridos entre as
duas avaliagdes era assumida como TA.

Todas as amostragens destrutivas dos procedimentos de avaliagao
de MF e de TA foram utilizadas para corre¢des de estimativas visuais de MF
por meio da equacao de regressao entre as estimativas e a quantificagdo de
MF cortada. Apds as corregdes de MF via equagado de regressao foi obtido a
média de MF (~28), que é o somatério da MF de duas avaliagées consecutivas
dividido por dois.

Os animais foram pesados na mesma frequéncia das medicdes de
forragem (~28), sempre ao amanhecer. Houve jejum de sélidos e liquidos por
12h, somente, na primeira e ultima pesagens de cada ano. A equagao para

ajuste da carga animal (CA) a OF desejada ¢ ilustrada a baixo:

CA = (E + TAe) * 190 * (1 — touceira)
Pa OF

onde: CA = Carga Animal para ajuste a oferta de forragem desejada, (kg de PV
ha™'); MF= Massa de Forragem média da pastagem (kg ha™"); Pa = Periodo de
ajuste em dias; TAe = Taxa de Acumulo do pasto estimada para o periodo, (kg
ha™' dia™; e OF = Oferta diaria de forragem desejada, (kg MS por 100 kg de PV

dia'1). 1- touceira = Area do potreiro menos a proporcéo da area de touceira.

2.7 Coleta de metano (CH,)

A coleta de CH,4 foi realizada conforme metodologia patenteada por
Zimmermam, (1993) e descrita por Johnson et al., (1994), que emprega o gas
marcador hexafluoreto de enxofre (SFs). De acordo com a técnica, foi colocado
no rumem de cada animal tester, via es6fago, uma capsula de permeagao que
liberava as seguintes quatidades de SF6: entre 1,8 e 2,4 mg/dia de SFs em
2012 e entre 1,8 e 4,1 mg/dia de SFs em 2013. Tal procedimento foi realizado
dez dias antes da primeira coleta de amostra de cada ano experimental (2012
e 2013). As coletas de CH4 foram realizadas de acordo com as modificagdes

propostas da equipe liderada pelo Dr. Roberto Gratton (UNCPBA-AR). Quais
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sejam: as cangas coletoras foram substituidas por tubos de acgo inoxidavel e os
tubos capilares foram substituidos por reguladores de ingresso de ar (Gere e
Gratton, 2010). O sistema foi calibrado para um periodo de coleta de cinco dias
em cada estagdo de cada um dos anos de avaliagédo. As regulagens do tempo
de amostragem foram realizada variando-se a entrada de ar nos reguladores
de ingresso. Assume-se nesse método que o padrao de emissédo de SFg simule
o padrao de emissao de CHg.

Cada animal recebeu um bucal com um tubo inoxidavel,
previamente submetido a formacdo de vacuo em seu interior, com uma
mangueira € um regulador de ingresso, distante aproximadamente 3cm da
narina do animal. Concomitante as coletas de CH; dos animais, foram
distribuidos aleatoriamente 5 tubos na area experimental para representar as
concentracdes de CH4; e SFg existentes no ambiente. Apds cada periodo de
coleta os tubos eram avaliados conforme a quantidade de amostra coletada.
Os tubos que coletaram menos de 200mb e mais de 850mb de amostra, bem
como, e os tubos perdidos no pasto foram excluidos da amostragem. A
despeito desse procedimento, obteu-se sucesso de 81% das amostragens no
ano de 2012 e 71% em 2013. Apds coleta, as amostras foram diluidas com
nitrogénio (N) até 1100 mb.

As leituras das concentragdes de CH4 e de SFg foram realizadas em
cromatégrafo a gas equipado com injetores acoplados a duas valvulas
automatizadas, detectores de ionizagdo de chama (para a leitura de metano) e
de captura de elétrons (para a leitura do SFs), com as colunas capilares Plot
HP-AI/M e HP- MolSiv. As analises de concentracdo dos gases foram
realizadas no Laboratério de Biogeoquimica Ambiental do Departamento de
Solos.

A partir das taxas conhecidas de liberacdo do tragador das
concentragdes de CH4 e do tragador nas amostras de gas medidas, os fluxos
de CH, liberado para cada animal foram calculado em relagdo ao fluxo de SFg

segundo a forma descrita por Lassey (2013):
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[CH4] — [CH4]B

QCHA = QK6 * ror ey —[sFeb|B

Onde:

QCHj, é a taxa de emissdo de metano em g/dia,

QSFs é a taxa de liberagdo do SFg do tubo de permeacgao
[CH.] e [SFs] sdo as concentragcdes medidas no recipiente
[CH4]B é a concentracdo de metano no ambiente

[SFe]B é a concentracao de hexafluoreto de enxofre no ambiente.

2.8 Delineamento
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos completos

casualizados com cinco tratamentos e duas repetigdes.

2.9 Andlise de dados

Foram utilizados modelos lineares mistos para analisar o efeito dos
tratamentos e das estagbes do ano nas seguintes variaveis independentes:
emissao de CH4, GMD, MF, TA, altura do pasto e propor¢ao de touceiras. Em
todos os modelos o ano foi colocado como efeito aleatério. Como as coletas de
CH4 néo foram um sucesso de 100% dos animais a cada coleita, foram usadas
valores médios de emissaoo de CH4 por potreiro por estacdo do ano. Os
dados de MF, TA, altura do pasto usadas nos modelos sdo médias por potreiro
por estacdes do ano, para representar os mesmos periodos que as coleitas de
CH4. Para a proporg¢ao de touceiras nos potreiros, foi considerado que essa
propor¢ao ndo muda ao longo de um ano e foi usado a média por portreiro por
ano. O GMD foi analisado considerando a variacdo de peso total anual dos
animais. Consequamente foi usado valores de GMD por animal e por ano. Para
satisfazer as condigdes de homogeneidade e normalidade dos residuos, foi
necessaria usar a transformagao logaritmica para as variaveis MF e emissao
de CH4; a transformacédo (1/x) para a variavel altura e exponente 3/2 para a
variavel TA. As diferengas significativas entre os niveis de ofertas foram
testadas por contraste.

A variancia observada na emissdo de metano foi analisada por meio
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de uma compilacdo de varios modelos linear mistos. Os efeitos fixos usados
foram o consumo de matéria seca, a digestibilidade de matéria seca, a MF, a
TA e a proporcao de toceiras. Foi usado o Bloco como efeito aleatdrio e o ano
como efeito fixo, por causa da baixa autocorelacdo entre dados do mesmos
ano (<1%). Nao foi necessario transformar a emissao de CH4 nesses modelos.
A relagcdo entre emissao de CH4 e consumo foi analisada por meio de
regressao linear, a relagdo entre a emissao de CH4 por kg de MS consumida e
consumo por meio de modelo inverso e a relacdo entre emissao de CH4 e o
gasto de energia bruta consumida (Ym) por modelo assintético exponencial
com origem em zero. Diferengas significativas entre as estagdes para essa
ultima relacao foi testada pelo procedimento ANCOVA com uso de contraste.

A estrutura de todos dos modelos usados foi selecionada baseada
na razao da verossimilhanga (verossimilhanga restrita maxima para efeitos
aleatérios e maxima verossimilhanga para efeitos fixos). Os modelos foram
testados através do likelihood ratio test e Akaike Information Criterion (AIC),
sendo apresentados nos resultados apenas os efeitos e interacdes
significativos. Realizou-se todos os modelos baseados na distribuicdo
homogénea Gauss satisfazendo a condigdo de normalidade dos residuais. Em
todas as analises, foi utilizado o pacote nime (Pinheiro et al., 2010), no
software R para computagao estatistica versao 2.12.0 (R Development Core
Team, 2010).

3. RESULTADOS

Na Tabela 1 observa-se os valores de F calculados e a
significancias (P) para as caracteristicas estruturais do pasto e da emisséo de
CH,4 de acordo com os tratamentos de OF, estacao e a interacdo OF:estacgao.
Nao houveram interagdes significativas entre os tratamentos e as estagées do
ano. A taxa de acumulo nao foi significativa, porém as caracteristicas
estruturais do pasto e a emissdo de CH4 foram altamente significativas entre as
OF (P<0.001). Nas comparagdes entre as estagbes, todos componentes
estruturais e ainda a emissao de CH4foram altamente significativas (P<0.001).

Os dados utilizados para analise de touceiras eram médias anuais, motivo pelo
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qual ndo foram apresentados os valores de F calculados e significancia nas

estacoes.

TABELA 1: Valores de F e P calculados para massa média de forragem (MF,
kgMS/ha), altura média do dossel (ALT, cm), taxa de acumulo (TA,
kgMS/ha/dia), percentual de cobertura por touceiras (%), ganho
médio diario (GMD, g/dia) e emissao de CH4 (CH4, g/animal/dia)
de acordo com a oferta de forragem (OF), estagédo e a interagao

OF:Estacéo.

OF Estacao OF:Estacéao

F P F p F P
MF 144.2 <0.001 17.9 <0.001 0.69 0.75
ALT 89.4 <0.001 7.7 <0.001 0.96 0.49
TA 0.93 0.452 12.4 <0.001 0.44 0.94
Touceira 421 <0.001 NA NA NA NA
GMD 7.8 <0.001 NA NA NA NA
CH4, 5.3 0.001 41.4 <0.001 1.16 0.34

NA= ndo analisado

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados médios referentes as
caracteristicas estruturais do pasto, taxa de acumulo, ganho médio diario
(GMD) e emissao de CHjentre as distintas OF. Os componentes da estrutura
do pasto diferenciaram-se significativamente entre as OF enquanto taxa de
acumulo nao variou entre OF (Tabela 1). A massa de forragem, altura média do
estrato inferior do pasto e o percentual de touceira foram maiores nas OF 16%
diminuindo até a menor OF (4%). O GMD apresentou diferengas altamente
significativas, onde as OF 16, 12 e 8.12% foram os tratamentos que obteram
maior GMD.

Nao foram verificadas diferengas significativas entre as emissdes de
CH4 anuais. Ja os tratamentos de OF emitiram quantidades diferentes de CHa.
Os tratamentos 8 e 4% emitiram menores quantidades de CH4 que as OF 16,
12 e 8.12% (~148g CH, dia™"), porém séo emissées inferiores aos encontrados
na literatura. Hammond et al., (2014) medindo metano em camara de coleta de
gas metano encontraram emissées de CH; de 230g dia”’ por bovinos

alimentados com ryegrass e 218g dia"' quando alimentados com trefoil.
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Simulando as emissdes de metano por bovinos manejados em pastos nativos
na Mongdlia, Schénbach et al., (2012) encontraram emissdes de 277g dia” em

moderadas intensidade de pastejo.

TABELA 2: Massa de forragem (MF, kgMS/ha), altura média do dossel (ALT,
cm) e taxa de acumulo do estrato inferior (TA, kg MS/ha/dia)
percentual de touceiras, ganho médio diario (GMD, g/dia) e
emissao de CH4 (CH4, g/animal/dia) de acordo com as ofertas de
forragem preconizadas. Os valores representam as médias + o
desvio padrdo médio entre os dois anos avaliados.

Oferta de Forragem (OF %)

16 12 8.12 8 4
MF 1278.8+89a 932.3+83b 980.4+91b 669.1+42c  499.7+16d
ALT 7.8+1.2a 6.3+1.5b 5.7+0.9b 4.5+0.4c 3.4+0.2d
TA 5.54#2.3 5.1+1.5 4.8+1.9 3.0£1.3 4.7+2.6
Touceira 43.7+7a 34.7+8b 27.2+5¢ 23.4+2¢ 0.0+0d
GMD 200.3+76a 187.3+54a 181.0+48a 103.9+65b 43.6+45c
CH4 145.9+14a 151.4+5a 146.9+22a 118.0£7b 107.0+18b

Letras iguais na linha, ndo apresentam diferencgas significativas (P<0,005) entre as médias.

A Tabela 3 apresenta 4 modelos distintos usados para explicar as
variagdes nas emissdes de CH,4 observadas. Os modelos 1, 3 e 4 ndo sao
significativamente diferentes (P=0.66), porém nao significativamente melhores
ao modelo 2 (P<0.001).

TABELA 3: Efeitos fixos significativos, valores de significancia (P), AIC e
coeficientes de determinagdo (R?) dos modelos lineares de
regressao multipla, usados para explicar as variagdes de emissao de

CH. observadas.

Modelo Efeitos fixos P AIC R?
1a OF + Estacao + Ano + OF:Estagéao <0,001 946 0,56
2b CMS <0,001 969 0,2
3a Alt + MF + Touc + TA + Dig + Alt:MF + Alt:Touc + TA:Alt +

TA:MF <0,001 932 0,53
4a CMS + Alt+ MF + Touc + TA + Dig + CMS:MF + CMS:Touc +
CMS:TA + Alt:MF <0,001 934 0,52

OF= Oferta de forragem; Estacdo: estagbes do ano; CMS:consumo de matéria seca; ALT:
altura média do pasto (cm/ha); MF: massa de forragem (kg/ha dia'1); Touc: percentual de
touceira; TA: taxa de acumulo (kg/ha dia'1); Dig: digestibilidade do consumido, AIC: Akaike
information criterio. Os modelos (1 a 4) com letras minusculas iguais sado significativamente
iguais, no poder de predigdo para explicar as variagdes nas emissdes de CH, observadas.
Letras minusculas (a,b,c)iguais nas linhas, ndo apresentam diferengas significativas (P<0,005)
entre os modelos.



39

No modelo 1 observa-se que ha o efeito significativo da OF, da
estacdo, do ano e da interagdo entre OF e estacdo nas emissdes de CH,
(R?=0.56, Tabela 3). O efeito da estacdo na emissdo do CH, pode ser
visualizado na Figura 1a, onde € apresentada a evolugao da emisséo ao longo
de cada ano, na qual fica evidente o efeito da estagado, principalmente na
primavera. O desvio padrao dos dados a cada estagao caracteriza o efeito das
OF. Esse desvio padrao foi superior na primavera, caracterizando a interagao
entre OF e estagao

A Figura 1b, representa a evolugdo do consumo ao longo das
estacdes, que apresenta a mesma tendéncia que a emissdo de CH4 nos dois
anos avaliados. Essa relacdo entre o consumo e a emissdo de CH, esta
demonstrada na Figura 2, e no modelo 2 da Tabela 3. A relagdo entre emissao
de CHs e consumo de matéria seca é altamente significativa (P<0.001). Porém
pdde-se constar a limitacdo da variavel consumo em explicar a varidncia dos
dados (R?= 0.20).

O efeito da caracteristica do pasto na emissdo de CH4, que soma o
efeito da massa de forragem, altura do pasto, percentual de touceira, taxa de
acumulo e digestibilidade do consumido € apresentado no modelo 3 (Tabela 3),
e soma-se ao efeito das caracteristicas do pasto ao efeito do consumo de MS
que constitui o0 modelo 4 (Tabela 3), com coeficientes de determinagbes de
0,53 e 0,52, respectivamente. O acréscimo da variavel consumo no modelo 4
nao melhora o coeficiente de determinagdo. As diferentes emissdes de CHy
entre as OF s&o provavelmente causadas pelo efeito da massa de forragem e
da altura do pasto, que sao significativamente diferentes entre as OF (Tabela
2). Na escala anual as emissdes de CH4 foram determinadas por mudangas no
consumo € na estrutura do pasto, principalmente mudancas sazonais da taxa
de acumulo. O grafico da Figura 1d ilustra as quedas na taxa de acumulo do
verao ao inverno e ascendéncia na primavera, exatamente o mesmo
comportamento das emissdes de CHs. No entanto n&do é observado igual
comportamento da massa de forragem e digestibilidade, que continuam

diminuindo mesmo na primavera (Figuras 1c e 1f).
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FIGURA 1: Conjunto de gréafico que relacionam a emisséo de metano (CHy),
consumo, digestibilidade (%), e desvio padrao das variaveis em funcado das
estacbes do ano (verao, outono, inverno, primavera) durante os dois anos de
avaliagdo (2012-2013). a) Emissdo de metano (CH, g/animal/dia™). b)
Consumo em kg de matéria seca MS/animal/dia”. c¢) Digestibilidade em
percentual (%). d) Taxa de acumulo (TA) em kg/dia. e) Altura do pasto em
centimetros. f) Massa de forragem (MF) kg ha™'. o - Representa os dados das
avaliagdes do ano de 2012. A — Representa os dados das avaliagbes do ano

de 2013.
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FIGURA 2: Emissdao de metano (CH4) em g animal dia™ em funcdo do
consumo de matéria seca (MS) kg animal dia™'.y=11.767x+57.130. R*=0,2 A=
verao; o = outono; + = inverno; x = primavera.

A Figura 3 apresenta a relagdo inversa observada entre a
quantidade de CH4 emitido por kg de MS consumida em fun¢gdo do consumo
diario de MS. Os pontos mais elevados do grafico, correspondem a resultados
do inverno, situacdo onde tem-se expectativas de baixo consumo e alta
emissao por kg de MS consumida. O outono e verdao apresentam emissoes de
CH, similares, conforme o aumento do consumo. Na parte mais inferior do
grafico esta a primavera, onde observa-se maior consumo € menor emissao
por unidade de MS consumida, demonstrando a maior eficiéncia do sistema

quanto as emissodes neste periodo do ano.
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FIGURA 3: Emissdo de metano (CH,) em g dia™ por kg de MS consumida em
funcdo do consumo de matéria seca (MS) kg dia™. y=60.733/x + 10.843 A=
verao; o = outono; + = inverno; x = primavera.

A Figura 4 apresenta a relagdo entre a emissdao de CHs nas
estacbes dos dois anos de coleta em fungao do percentual do total de energia
bruta ingerida (EBI) que foi gasta com a metanogénese (Ym%EBI, Mcal). Os
resultados da estacdo primavera apresentaram comportamento linear, onde o
aumento do Ym aumenta na mesma proporcdo que a emissido de CHy,
diferenciando-se das outras estag¢des (P<0.001). Nas outras esta¢des do ano
as taxas de aumento do Ym sdo maiores que as de emissdes de CHy,
caracterizando comportamento nao linear. Nessas estagdes, ha maior gasto de
energia para a mesma quantidade de CH; langada na atmosfera em
comparagao com a primavera. Representada pela curva tracejada, as estagdes
verao e outono nao foram diferentes entre si (P=0.77) e o inverno diferenciou-
se das demais estagbes (P<0.001), com elevado custo energético por

unidades de emissda de CHa.



43

250 300
I I

200
I

100
I

Emissao CH, (g/animal dia)
50 150
|

I I I I
0.00 0.05 0.10 0.15

Ym (%EBI)

FIGURA 4: Emissdo de metano (CH4) em g dia” em fungdo do percentual da
energia bruta ingerida diariamente (Ym, %EBI) utilizada para emitir metano
(CH4). Onde, A= verao; o = outono; + = inverno; x = primavera, e as tendéncias
das curvas sao identificadas por. — = primavera; --- = verao-outono; .... =
inverno
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4. DISCUSSAO

4.1 Estrutura, consumo e emissao de CH,4

A emissdo diaria de CH4 por animal respondeu positivamente ao
aumento da OF estabilizando-se a partir das OF moderadas (12 e 8.12%). Mais
da metade da variagao observada pode ser explicada pelos tratamentos de OF
e pelas estagdes do ano (R?=0,56). Nos modelos estudados, o consumo tem
um efeito significativo nas emissées mas explica apenas 20% das variagdes
observadas, enquanto o conjunto das variaveis de estrutura do pasto mais a
taxa de acumulo, independentemente do consumo, explicam 53% dessas
variagbes (Tabela 3). Uma parte importante das variagdes nédo é explicada
nessas analises (~45%). De acordo com a literatura, parte da explicagao pode
estar associada a propria variabilidade das emissdes existente entre animais
(Pinares-Patino et al., 2007; Pinares-Patifio et al., 2008; Pinares-Patifo et al.,
2009; Hammond et al., 2009; Ulyatt e Lassey, 2001) e/ou pelos possiveis
efeitos inibitérios da metonogénese por parte dos componentes quimicos (e.g
taninos, saponinas) existente na diversidade de espécies vegetais entre os
tratamentos.

Os aspectos que envolvem o consumo de MS e a emissao de CHy,
apesar do baixo coeficiente de determinacdo sao correlacionaveis. Sabe-se
que a simbiose entre hospedeiro e substrato no processo final da degradacéao
da fibra é dependente dos niveis de consumo ou da quantidade de carboidrato
que chegam ao rumem, bem como da qualidade da fibra que modifica a taxa
de liberagao ruminal de H,. Em condigbes de pastejo todas essas variaveis séo
dificeis de serem conhecidas, principalmente em ecossistemas pastoris
altamente heterogéneos. No entanto, sabe-se que a estrutura do pasto
influencia na quantidade e qualidade do substrato que chega ao rumem. A OF
molda a estrutura do pasto, e esta afeta o comportamento dos animais na
busca por alimento alterando os niveis de consumo em ruminantes.
Caracteristicas como a altura média do pasto e a taxa de acumulo podem
alterar o consumo, via modificagdo da taxa de ingestao praticadas por bovinos
em pastejo. Segundo Hodgson (1990) a altura influencia diretamente o

consumo, em maior propor¢gao que a massa de forragem, assim como também
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as taxas de acumulo produzem mudangas mais significativas no consumo que
a producao total de MS (Hodgson, 1981).

Dos resultados apresentados na Figura 1, depreende-se que a
variagao da emissao de CH,4 sazonal foi consequéncia do consumo de MS,
assim como produto das mudancgas estruturais do pasto e também da taxa de
acumulo afetada pelas condicbes climaticas da primavera. E com menor
importancia, pelas variagdes em altura média do pasto, massa de forragem e
digestibilidade do pasto. A situagdo observada de baixa massa de forragem e
alta taxa de acumulo na primavera sugere mudangas estruturais do pasto,
como o surgimento de novos tecidos vegetativos em diluicdo a colmos e
material senescente. O surgimento de novos tecidos € uma modificagcao
estrutural do pasto, que provavelmente trouxe maior variabilidade no consumo
de MS (Figura 1b) e na emissdo de CH. (Figura 1a). Essa modificacéo
normalmente traria consequéncias na digestibilidade do consumido. Entretanto
os resultados de digestibilidade (Figura 1c) apresentaram baixas taxas de
digestibilidade do consumido, semelhante as estagdes anteriores, outono e
inverno.

Na primavera o alto nivel de consumo aumentou a quantidade total
das emissdes. Porém diminui as taxas de emissdes de CH4 por kg de MS
consumida (Figura 3). Cottle et al. (2011) e Chagunda et al. (2009) afirmam
que ao aumentar o consumo pode haver diluicdo das exigéncias de mantenca.
Cottle et al. (2011) concluem ser este o principal fator para mitigar CHa.
Segundo Jonhson et al. (1993) o aumento de consumo de forragem diminui a
taxa de emissao de metano em 1,6% por kg de matéria seca consumida. Sun
et al. (2012) e Hammound et al. (2012) também observaram que ao aumentar
as taxas de consumo de MS de ovinos, as taxas de emissdo de CH,4 diminuem.
Outro fator importante na queda das taxas de emissao por unidade de
consumo, pode estar relacionado a variabilidade do fluxo da digesta. Tal como
demonstram Moss et al. (2000), o incremento dos fluxos entre 54% e 68%,
diminuiu as emissées de CH; em 30%. De fato o aumento no consumo
proporciona aumento do fluxo da digesta refletindo em queda na taxa de

digestibilidade da matéria organica (Sauvant e Giger-Reverdin, 2009),
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diminuindo a metanogénese ruminal por unidade de matéria organica

consumida.

4.2 Metano yield (Ym, Mcal/kg de EBI)

Segundo Jonhson e Jonhson (1995), os ruminantes gastam entre 2
e 12% de energia consumida na emissao de CHs, valores esses corroborados
pelos resultados apresentados na Figura 4. Os elevados valores de Ym que
caracterizam alto custo com energia estdo associados com consumo de
forragem de alto teor de fibra soluvel em detergente neutro (FDN) (Blaxter e
Clapperton, 1965). A situagado de baixo custo energético, em torno de 2%,
geralmente esta associada a animais consumindo dietas com alta
concentracao de energia, onde a quantidade de graos pode ser superior a
80%. Condigbes estas mais provavel de ser observada em situagbes de
confinamento ou suplementagdo a campo. No entanto, verifica-se na Figura 4
que ambas as situagdes foram observadas sob pastejo em campo nativo, um
ecossistema pastoril erroneamente associado a fibras de baixa qualidade.

Os pastos nativos quando em situacdo de baixa taxa de acumulo,
como no inverno, apresentam baixa qualidade aliada a estrutura na qual o
animal retira, do pasto, apenas a energia suficiente para mantenga ou menos
que a mantenca. Caracteriza-se, portanto, uma situagao de alta emissao de
CH4 por kg de MS consumida (Figura 3) e de alto custo energético para
realizacdo da metanogénese (Figura 4). No verao e outono, ha uma situagao
de transicao da qualidade do pasto melhorando a eficiéncia da digestao da fibra
em relacao ao inverno. Nessas estagdes, o0 aumento do Ym resulta em maior
digestdo e emissdes, chegando até emissdes de 160 gCH./dia para um custo
energético de 12% (Figura 4). Mas a relacéo torna-se nao linear, o que significa
que o custo energético da metanogénese fica maior em valores maiores de
emissdo. Ja na primavera, onde as caracteristicas estruturais parecem
convergir para o aumento dos niveis de consumo, apresenta-se uma situagcao
diferenciada. Nessas condigbes, o gasto energético aumenta linearmente com
o aumento das emissdo de CH4. Ou seja, o custo de degradagdo de uma

unidade de fibra fica constante qualquer que seja a quantidade de CH,4 emitido.
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Portanto, as caracteristicas estruturais do pasto, principalmente a
taxa de acumulo, altura média do pasto e em menor proporcdo a massa de
forragem, quando em condi¢des climatolégicas favoraveis ao crescimento do
pasto aliado a intensidades de pastejo moderadas, causam alteragbes nos
niveis de consumo animal. O que torna o ecossistema ruminal eficiente em
custo de energia para mantengca e produtividade nestes periodos do ano.

Proporcionando diluicdo das emissdes de CH4 em relacdo ao consumo de MS.

5. CONCLUSAO

A estrutura do pasto e sua taxa de acumulo influenciam o consumo
de MS e afetam as emissdes de CHj, predizendo mais da metade de sua
variagdo. J& o consumo de forragem isoladamente tem efeito sobre as
emissodes, porém em menor proporcao que a estrutura do pasto.

Na primavera € onde observa-se o0 menor custo energético para a
realizacédo da metanogénese.

Estruturas de pasto decorrentes de intensidades de pastejo
moderadas favorecem a mitigagcado das emissdes ao provocarem diminuigdo da

emissao de CH4 por unidade de forragem consumida.
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Otimizacao na eficiéncia de emissao de metano de bovinos em campo
nativo
Resumo

O trabalho foi conduzido na EEA-UFRGS, em Eldorado do Sul/RS, entre
dez/2011 e nov/2013 com o objetivo de estudar o efeito da estrutura e
consumo de matéria seca na emissdo de metano e relacionar a emissao de
metano com o desempenho animal em pastagem nativa complexa. Os
tratamentos consistiram dos seguintes niveis de oferta diaria de forragem: 4, 8,
8.12, 12 e 16 kg de MS/100 kg de PV, ou %PV, distribuidos hum delineamento
experimental de blocos casualizados com duas repeticdes. Foram utilizadas
novilhas mesticas com 24 meses de idade e 223,93 + 24 kg em 2012 e 12
meses e 274 + 17 kg em 2013 quando da entrada dos animais no protocolo
experimental. As emissdes de metano foram medidas pela técnica do marcador
hexafluoreto de enxofre. As ofertas 4 e 8% emitiram menores quantidades de
CH4/animal que as OF 16, 12 e 8.12%. O aumento da OF até niveis moderados
de intensidade de pastejo proporcionam maiores ganho de peso vivo animal e
maiores emissdes de CH4 por animal que oferta de forragem baixa, e as ofertas
12% e 8.12% resultaram em maior ganho de peso vivo por area com valores
significativamente maiores que as outras ofertas. Por terem melhores
desempenhos, as ofertas de forragens alta e moderadas (16, 12 e 8.12)
emitiram menor quantidade de metano e por kg de peso vivo produzido.
Portanto a busca por manejos com intensidades de pastejo moderadas formam
ambientes de pastejos na qual os bovinos mitigam metano por kg de PV
produzido e por area.

Palavras chave: Bioma pampa, gas de efeito estufa, desempenho animal,

hexafluoreto de enxofre.
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1. INTRODUGAO

Os ruminantes sao responsabilizados por 14.5% (Gerber et al.,
2013) a 18% (Steinfeld et al., 2006) dos gases de efeito estufa (GEE) de
origem antropica, devido, principalmente, as emissdes de metano (CHa)
originadas da fermentacdo dos carboidratos no rumem. A variabilidade das
estimativas de emissodes, de certa forma, sdo comuns, devido as alternativas
de sistemas pastoris e manejos que modificam a eficiéncia alimentar gerando
diferentes emissées de CH, e alternados desempenho animal no tempo e no
espaco (Rolfe, 2010). Os quais refletem em menores taxas de emissdo de CHy
quanto maior for a eficiéncia produtiva(FAO, 2013).

Altas emissbes de CH,4 sdo observadas principalmente em paises
desenvolvidos como Irlanda e Nova Zelandia devido a sistemas mais
intensivos, mas também em paises em desenvolvimento como Brasil e india,
onde o grande numero de animais influenciam diretamente nas emissdes
(FAO, 2010). Regides produtoras de grande quantidade de ruminantes em
ecossistemas nativos, (América do Sul, Asia e Africa) com baixa ou nenhuma
adicdo de insumos externos, quando mal manejados, sao geralmente
ineficientes em converter biomassa em produto animal (DeRamus et al., 2003).
As trés regides juntas produziram, 69% do CHs e 47,1% da carne e leite no
mundo (Hristov et al., 2013). Em contra partida a Europa e América do Norte
produziram similares quantidade de produto 46,3%, e apenas 25% do CH,
(O’Mara, 2011), porém ha emissdes indiretas que devem ser consideradas
nesses sistemas de producdo mais intensificados, tais como a emissao devido
a queima de combustiveis fosseis por ocasidao da colheita e transporte de
graos.

No entanto, nos paises com vocagdao ao pastoralismo existem
grandes oportunidades de mitigagdo dos GEEs principalmente quando se
objetiva eficiéncia produtiva (Knapp et al., 2014). Ao aumentar a produtividade
e considerar constantes as emissdes de CH4, ocorre mitigacdo de CH4 por kg
de produto produzido (Johnson e Johnson, 1995), devido a relagdo entre

emissdao CH; e produtividade animal serem inversamente proporcionais
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(Gerber et al., 2011). DeRamus et al. (2003) observaram que o aumento da
produtividade pode reduzir 22% as emissdes CH4 por kg de produto com
bovinos destinados a produg¢ao de carne, apenas controlando o pastejo.

O acréscimo no desempenho dos animais mantidos a pasto,
depende, entre outros fatores, da instantanea relagdo entre massa de forragem
€ peso vivo por unidade de area em um determinado tempo, a isto denomina-
se oferta de forragem (OF), que vem a constituir-se no inverso de pressao de
pastejo (Mccartor and Rouquette, 1977; Sollenberger et al., 2005). Este é
considerado um dos parametros determinantes na produgdo primaria dos
ecossistemas pastoris nativos, por modificar a eficiéncia do uso do pasto pelos
herbivoros (Carvalho et al., 2001), em especial nos sistemas que nao utilizam
insumos externos (Peno, 1999).

Em cada ecossistema pastoril extensivo existe pelo menos uma OF
6tima, que altera a eficiéncia do uso do pasto através de diferentes intensidade
de pastejo, na qual podera trazer respostas produtivas desejaveis, e emissdes
de CH4 n&o lineares (Howden et al., 1994).

Adequar a massa de forragem (MF) a carga animal (CA),
preconizando desempenho animal nesses ambientes, significa trabalhar com
moderada a alta oferta de forragem (OF). A utilizacdo desse manejo nao so
traz aumento da produtividade como também conservagao dos ecossistemas
(Derner et al., 2009) e queda do potencial de emitir CHs na atmosfera
(Charmley et al., 2008). O simples manejo da OF ganha proje¢cbes ainda
maiores por se tratar de tecnologia de processos, ferramenta de baixo custo,
ecologicamente correta, sem emissbes indiretas de GEE e segundo
Schoénbach et al., (2012), o ajuste da intensidade de pastejo é promissora
potencial de mitigacdo dos GEEs.

Manejar o pasto visando melhorar o desempenho animal e diminuir
as emissodes respeitando as condi¢des ambientais e econémicas ao longo do
tempo, parece ser um ponto importante dos sistemas naturais a pasto. No
entanto, o manejo e ou a OF ideal para atender todas essas exigéncias
também sao incertas (Fao, 2010; Pinares-Patifio., 2007). Assim o presente

artigo tem como objetivo, estudar a relagdo existente entre produtividade
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animal e a quantidade de CH4 emitida em ecossistemas pastoris nativos, por
meio do uso de diferentes intensidade de pastejo via controle da oferta de

forragem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local e tratamentos:

O experimento foi conduzido sobre pasto nativo pertencente a
Estacao Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do
sul - Bioma Pampa, Brasil. O clima da regido é do tipo Cfa, subtropical umido
com verdes quentes, segundo a classificacdo de Kdppen. Nesse dispositivo
experimental, de 38,78 ha com o tamanho das unidades experimentais (UE)
variando entre 3,0 e 5,2 ha, vem sendo conduzidas pesquisas cientificas desde
1986, manejada sob pastoreio continuo e lotagéo variavel em fungao dos niveis
de oferta de forragem (OF) os quais constituem os tratamentos de intensidade
de pastejo. Os niveis diarios de OF estudados foram: 16, 12, 8 e 4 (kg MS-100
kg de PV'-dia™, ou % PV) e a OF variavel 8.12, onde 8% é a OF empregada
na primavera e 12% no restante do ano. Configurando baixa intensidade de
pastejo na OF 16% até niveis elevados de intensidade de pastejo (4% OF). Os
ajustes de OF foram realizados a cada quatro semanas aproximadamente,
utilizando-se a técnica put-and-take (Mott e Lucas, 1952). Exceto o manejo da
intensidade de pastejo via ajuste na OF, nenhuma outra intervencao foi
realizada, como por exemplo fertilizagao, irrigacédo, plantio ou semeadura de

qualquer espécie vegetal, fogo ou rogada.

2.2 Avaliacao do pasto e dos animais

Os tratamentos aplicados desde 1986 acarretaram uma estrutura
bimodal do pasto e dispersa em mosaico (Cérrea e Maraschin, 1994), onde o
estrato superior tem predominancia de touceiras enquanto o estrato inferior é
composto apenas por plantas herbaceas de baixo porte. A cada 28 dias
aproximadamente, a massa de forragem (MF) foi amostrada em 50 pontos por
UE com auxilio de um quadro metalico com 0,25m? de area, pela técnica de

dupla amostragem descrita por Wilm et al. (1944). Para ajuste da OF foram
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utilizadas apenas as avaliagdes realizadas no estrato inferior de cada UE. As
touceiras foram quantificadas por meio da frequéncia de seus registros nos
quadros de amostragem.

A taxa de acumulo de forragem (TA) foi medida por meio de quatro
gaiolas de exclusdo ao pastejo alocadas no estrato inferior de cada UE em
procedimento intermitente ao longo de todo periodo experimental. Para cada
gaiola foram escolhidos dois locais idénticos quanto as caracteristicas da
vegetacdo. Em um dos locais se demarcava a area do quadro (0,25m? de area)
e a gaiola era colocada sobre o local. No segundo ponto, que é semelhante ao
primeiro, realizava-se, o corte do pasto dentro do quadro de 0.25m? em nivel
do solo e as amostras colhidas eram entdo secas em estufa de ventilagcao
forcada de ar a 55°C até peso constante, aproximadamente 72h. A cada ~28
dias realizava-se o corte do pasto dentro da gaiola, cuja diferengca em relagcéo
ao corte anterior era assumida como TA.

Todas as amostragens destrutivas dos procedimentos de avaliagao
de MF e de TA foram utilizadas para corre¢des de estimativas visuais de MF
por meio da equacao de regressao entre as estimativas e a quantificagdo de
MF cortada. Apds as corregdes de MF via equagado de regressao foi obtido a
média de MF (~28), que é o somatdrio de da MF de duas avaliagbes
consecutivas divido por dois.

Os animais foram pesados na mesma frequéncia das medicdes de
forragem (~28), sempre ao amanhecer. Houve jejum de sélidos e liquidos por
12h, somente, na primeira e ultima pesagens de cada ano. A diferencga entre a
primeira e ultima pesagem com jejum contituiu-se no ganho de peso vivo
(GPV). A carga animal (CA) foi calculada por meio da média do peso vivo por
ha durante os 28 dias.

A equagado para ajuste da carga animal (CA) a OF desejada é

ilustrada a baixo:

MF 100
CA = (— + TAe) * * (1 — touceira)

Pa OF
onde: CA = Carga Animal para ajuste a oferta de forragem desejada, (kg de ha

"; MF= Massa de Forragem média da pastagem (kg ha™'); Pa = Periodo de

ajuste em dias; TAe = Taxa de Acumulo do pasto estimada para o periodo, (kg
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ha' dia™; e OF = Oferta diaria de forragem desejada, (kg MS por 100 kg de PV

dia'1). 1- touceira = Area do potreiro menos a proporgdo da area de touceira.

2.3 Coletas de CH,4

A coleta de CH,4 foi realizada conforme metodologia patenteada por
Zimmermam (1993) e descrita por Johnson et al. (1994), que emprega o0 gas
marcador hexafluoreto de enxofre (SFs). De acordo com a técnica, foi colocado
no rumem de cada animal tester, via es6fago, uma capsula de permeagao que
liberava as seguintes quatidades de SF6: entre 1,8 e 2,4 mg/dia de SFs em
2012 e entre 1,8 e 4,1 mg/dia de SFs em 2013. Tal procedimento foi realizado
dez dias antes da primeira coleta de amostra de cada ano experimental (2012
e 2013). As coletas de CH4 foram realizadas de acordo com as modificagdes
propostas da equipe liderada pelo Dr. Roberto Gratton (UNCPBA-AR) quais
sejam: as cangas coletoras foram substituidas por tubos de acgo inoxidavel e os
tubos capilares foram substituidos por reguladores de ingresso de ar (Gere e
Gratton, 2010). O sistema foi calibrado para um periodo de coleta de cinco dias
em cada estagdo de cada um dos anos de avaliagédo. As regulagens do tempo
de amostragem foram realizadas variando-se a entrada de ar nos reguladores
de ingresso. Assume-se nesse método que o padrao de emissédo de SFg simule
o padrao de emissao de CHg.

Cada animal recebeu um bucal com um tubo inoxidavel,
previamente submetido a formacdo de vacuo em seu interior, com uma
mangueira € um regulador de ingresso, distante aproximadamente 3cm da
narina do animal. Concomitante as coletas de CH; dos animais, foram
distribuidos aleatoriamente 5 tubos na area experimental para representar as
concentracdes de CH4 e SFg existentes no ambiente Apds cada periodo de
coleta os tubos eram avaliados conforme a quantidade de amostra coletada.
Os tubos que coletaram menos de 200mb e mais de 850mb de amostra, bem
como, e os tubos perdidos no pasto foram excluidos da amostragem. A
despeito desse procedimento, obte-se sucesso de 81% das amostragens no
ano de 2012 e 71% em 2013. Apds coleta, as amostras foram diluidas com

nitrogénio (N) até 1100 mb.
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As leituras das concentragdes de CH4 e de SFg foram realizadas em
cromatégrafo a gas equipado com injetores acoplados a duas valvulas
automatizadas, detectores de ionizagdo de chama (para a leitura de metano) e
de captura de elétrons (para a leitura do SFs), com as colunas capilares Plot
HP-AI/M e HP- MolSiv. As analises de concentracdo dos gases foram
realizadas no Laboratério de Biogeoquimica Ambiental do Departamento de
Solos.

A partir das taxas conhecidas de liberagcdo do tragador das
concentragdes de CH4 e do tragador nas amostras de gas medidas, os fluxos
de CHy liberado para cada animal foram calculados em relacédo ao fluxo de SFg
calculados segundo a formula descrita por Lassey (2013):

[CH4] — [CH4]B
[SF6] — [SF6b]B

QCH4 = QSF6 *

Onde:

QCHj, é a taxa de emissdo de metano em g/dia,

QSFs é a taxa de liberagao do SFg do tubo de permeacgao
[CH.] e [SFs] sdo as concentragcdes medidas no recipiente
[CH4]B é a concentracdo de metano no ambiente

[SFe]B é a concentracao de hexafluoreto de enxofre no ambiente.

2.4 Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos completos

casualizados com cinco tratamentos e duas repetigdes.

2.5 Analise de dados

Foram utilizados modelos lineares mistos para analisar efeito dos
tratamentos e do ano nas seguintes variaveis independentes: emissao de CH,
por animal, emissdo de CH,4 por ha, ganho de peso vivo anual dos animais,
emissao de CH4 por kg de ganho de peso vivo, carga animal e MF. Para CA e
MF, a estacdo foi colocada como efeito aleatério e ndo foi necessario para as
variaveis de emissdo de CH4. Os dados de CA e MF usadas nos modelos s&o

meédias por potreiro por estacdes do ano. Para o GMD e emissao de CH4 por
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kg de ganho de peso vivo, foram usadas apenas os dados de 2012 por causa
da saida antecipada dos animais em 2013 impossibilitando a determinagao de
um ganho de peso anual comparavel com 2012. Para satisfazer as condigdes
de homogeneidade e normalidade dos residuos, foi necessaria usar a
transformacao logaritmica para a MF e a emissao de CH4 por kg de ganho de
peso vivo, assim como a transformacédo (1/x) para a CA. As diferencas
significativas entre os niveis de ofertas foram testadas por contraste.

A estrutura de todos os modelos usados foi selecionada baseada na
razdo da verossimilhanga (verossimilhanga restrita maxima para efeitos
aleatérios e maxima verossimilhanga para efeitos fixos). Os modelos foram
testados através do likelihood ratio test e Akaike Information Criterion (AlIC),
sendo apresentados nos resultados apenas os efeitos e interacbes
significativos. Realizou-se todos os modelos baseados na distribuicdo
homogénea Gauss satisfazendo a condigdo de normalidade dos residuais. Em
todas as analises, foi utilizado o pacote nime (Pinheiro et al., 2010), no
software R para computagao estatistica versdo 2.12.0 (R Development Core
Team, 2010).

Foi utilizada o modelo tier 2 (Guideline, 2006) de predicdo de
emissdo de CH4 por kg de ganho de peso, predita pelo Intergovernmental
Panel on Climate Change (IPCC) de forma comparativa aos dados coletados
pela técnica do SFg, referentes ao ano de 2012. No modelo predito pelo IPCC
foram utilizados os valores de peso inicial e final no periodo, GMD,
digestibilidade de 55%, e Ym =6% (metano yeld, correspondente ao percentual
de energia gasta para emitir CH4, em relacédo ao total de energia consumida).

Os dados foram analisados por meio da correlagdo de Pearson.

3. RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo expressos os dados médios de massa de
forragem, carga animal e emissdo de CHj por animal nos dois anos de
avaliagdo. As trés variaveis apresentaram diferengas significativas entre as OF,

nao apresentaram diferencas entre os dois anos de avaliagdo e nao houve
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interacdo entre OF e ano. A massa de forragem diminuiu conforme o
decréscimo da OF. O ajuste de carga resultou em cargas maiores nas ofertas
menores (8 e 4%) e menores nas ofertas moderadas e altas (16, 12 e 8.12%).
As emissbes de CHs nao diferiram significativamente entre as ofertas
moderadas e altas, e diminuiram significativamente com a diminuicdo da OF.
Na Figura 1 estdo expressos os dados de emisséo de CH,em g animal™ dia™ e
emissdo de CH4 em kg ha™' de acordo com os niveis decrescentes de ofertas
de forragens (a direita do grafico corresponde aos maiores valores de
intensidade de pastejo) nos anos de 2012 e 2013. Os tratamentos 4% e 8%
emitiram as menores quantidades de CHsem g animal™ dia™ em relagdo aos
tratamentos com maiores OF (16, 12 e 8.12%), que emitiram valores
semelhantes entre si. A relagao é invertida quando consideramos as emissdes
de CH4 por ha. As emissdes de CH,4 por ha mantiveram o mesmo padrao nos
dois anos de coletas de dados. No entanto, foram maiores em todas ofertas no
ano de 2012 comparado ao ano de 2013. Essa diferencga, foi principalmente, o
resultado dos animais nao estarem presentes no protocolo experimental no
final de 2013. Os animais nao ficaram no campo durante os dois meses de alto
crescimento do pasto (11/11/2013 até 22/02/2014), o que diminuiu a carga

durante esses meses e também os valores de emissao de CH4 por ha.

TABELA 1: Massa de forragem (MF, kg/ha), carga animal (CA, kgPV/ha),
emissdao de CH4 por animal (CH4, g/an/dia), de acordo com as
ofertas de forragem (OF). Os valores representam as médias + o
desvio padrdao médio dos anos de avaliagao.

Oferta de Forragem (OF %)

16 12 8.12 8 4 P
MF 1278.8+89a 932.3+83b  980.4+91b  669.1+42c 499.7+16d <0,001
CA 243.4+36a 282.3t57a  281.1#6a  401.7x76b 433.7+47b <0,001
CH,4 145.9+14a 151.4+5a 146.9+22a 118.0£7b  107.0+18b 0,002

Letras iguais na linha, ndo apresentam diferencgas significativas (P<0,005) entre as médias.
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FIGURA 1: Valores das emissdes de CHsem g por animal por dia e em kg por
ha por ano de acordo com as ofertas de forragem (OF) referentes ao ano de
2012 e 2013.

Na Figura 2 estdo expressos os dados de GPV por animal, GPV por hae
emissdo de CH4 por kg de GPV no ano de 2012. Nao foram apresentados os
valores de 2013 devido a ndo permanéncia dos animais na area experimental
nos meses de altas taxas de crescimento do pasto, comprometendo os dados
de GPV nesse ano, As OF:16, 12 e 8.12% resultaram em maiores GPV por
animal (entre 70 e 80 kg ano™') comparado as ofertas mais baixas (8 e 4%,
respectivamente 40 e 18 kg ano™). O resultado foi o0 aumento exponencial nas
emissdes de CH4 por kg GPV com a diminuigdo da OF, passando de 0,8 a mais
de 2,2 kg de CH4 por kg de GPV (Figura 2). Nao houve diferencgas significativas
no GPV por animal (P=0.965) e nas emissdes de CH4 por kg GPV (P=0.984)
entre as ofertas 16, 12 e 8.12%. Considerando o GPV por ha, as ofertas 12% e
8.12% resultaram em valores significativamente maiores que as outras ofertas.
Comparando os valores de emissédo de CHj4 por kg de GPV observada pela
técnica do SFg nesse estudo em 2012 com os valores preditos pelo tier 2 do

IPCC Guideline 2006, foi encontrado correlagdo quase perfeita ( r=0.96;
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P<0,001).
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FIGURA 2: Emissdo de metano anual em relagdo ao ganho de peso vivo (kg
CH, por kg GPV), ganho de peso vivo anual por animal (kg animal™) e ganho
de peso vivo anual por area (kg ha™') de acordo com as ofertas de forragem
(OF) referentes ao ano de 2012.

4. DISCUSSAO

Moderada intensidade de pastejo proporciona maior GPV e maior
emissao de CHy4 por animal, baixas emissdes por ha, alto GPV por animal e por
ha e baixas emissbes de CH4 por kg de GPV. Ja em OF baixas (que
correspondem a intensidades de pastejo altas), o baixo desempenho reflete em
altas emissdes de CH4 por kg de GPV e alta emissao de metano por area.

Manejar ecossistemas pastoris com intensidades de pastejo
moderadas, como exemplo a OF 12%, significa disponibilizar ao animal cerca
de 4 vezes o potencial de consumo que o herbivoro pode ingerir em pastejo
(Hodgson, 1990). O maior potencial de consumo nas OF com moderada
intensidade de pastejo (e.g 12%OF), reflete em maior desempenho animal’

(Figura 2), e no presente ensaio, no acréscimo de 41% da emisséo de CH,
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animal™” (151,4 g CHsanimal™" dia™” ou uma intensidade de emisséo de 32,2 kg
CO; eq carcaga') em relagdo a OF 4% (107,05 gCH, animal’ dia™),
caracterizado por alta intensidade de pastejo. Ao comparar o valor absoluto da
emissdo de CH, animal” da OF 12% com os dados de Kurihara et al. (1999)
que estudaram sistemas com média qualidade de forragem tropical (257 gCH4
animaldia™"), ou sistemas de forragem temperada com adicéo de gréos (160
gCH,4 animaldia™), observa-se que os ecossistemas pastoris nativos foram
inferiores (Figura 1). Essa comparagdo demonstra o potencial do pasto nativo
em produzir produto animal com baixo custo ambiental.

Ao contrapor os dados de emissdes de CH4 por unidade de area das
OF 12 e 4%, observa-se aumento das emissées de CHsha™' de 50 e 57% em
2012 e 2013, respectivamente, valores superiores aos encontrados por
Phetteplace et al. (2001) trabalhando com diferentes intensidade de pastejo. As
diferengas aumentam quando comparamos a emissdo de CH, por kg de GPV.
O tratamento 4% emitiu 2,2kg CH4 por kg de PV produzido por ano enquanto a
OF 16, 12 e 8.12% emitiram em média 0.8kg CH,4 por kg de PV produzido no
ano. Isso significa que para cada kg de PV produzido o manejo de moderada
intensidade de pastejo (OF 12%) a baixas intensidades de pastejo (OF 16%)
emitem equivalente a 36% do CH4 emitido em alta intensidade de pastejo (OF
4%) para produzir 1 kg de peso vivo, o que representa uma diminuigao de 64%.
A estratégia de manejo de aumentar a produgdo animal diminuindo a
intensidade de pastejo traz consequéncias positivas ndo sé no ambito
ecolégico mas também financeiro. Em termos econbémicos, foi observado na
Australia através da modelagem das mesmas variaveis em ecossistema semi-
natural, que a cada 1 kg de CH4reduzido com a diminuigdo da intensidade de
pastejo equivale de 1 a 1,2 kg de produto produzido (Rolfe, J., 2010).

Em condigdes de superpastejo caracterizado por alta carga animal e
baixa massa de forragem (e.g. OF 4% Tabela 1), a ingestdo de matéria seca
(MS) provavelmente atende, apenas, a exigéncia de mantenga dos animais,
que é responsavel por 40 a 60% de todo CH4 emitido pelo animal (USEPA,
1993). A tendéncia nessas condigdes, € manter GPV proximo a zero (Figura 2),

com grande emissdo de CH,4 por unidade de area, 73 kgCHsha™ em 2012 e 65
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kgCHsha™ em 2013 na OF 4% (Figura 1), devido a maior intensidade de pastejo
ha™' (Rolfe, 2010). Aumentar o aporte alimentar, apenas controlando a OF, para
atingir maior quantidade de produto de origem animal, € uma estratégia de
mitigar CH4s em um grande numero de estudos (e.g. Rolfe, 2010; Pheteplace. et
al., 2001; Gerber et al., 2011; Johnson and Johnson, 1995; Hristov et al., 2013;
Ramus et al., 2003, FAO, 2013; Moss et al., 1995; McCrabb and Hunter 1999).
Pois de fato foi observado principalmente nas maiores OF (16 e 12%) que a
maior massa de forragem proporcionou aumento do GPV por animal,
representando melhor eficiéncia do uso do pasto e portanto diluicdo da
emissao de CH4 quando expressa por kg de PV produzido.

Segundo Kurihara (1998), a relagdo entre emissdo de CH4 e
consumo de matéria seca € curvilinea, onde a emissao de CH4 aumenta até
determinado nivel de consumo, a partir deste ponto diminue a taxa de emissao,
devido ao aumento do fluxo da digesta que dificulta o processo de fermentacéo
da metanogénese em 28% (Okine et al., 1989), retraindo a taxa de
digestibilidade da matéria orgénica (Sauvant e Giger-Reverdin, 2009). No
entanto a mitigacdo do nivel de CH. global s6 ocorre, se mantiverem
constantes ou diminuirem as emissées de metano e aumentar GPV por animal,
aliado a redugado da carga animal (Moss, A. R e Newboldc, J., 2000). Nas
condi¢des naturais de produgao, os sistemas sdo dependentes da carga animal
para controlar os GEE (Wang et al., 2006), porque alteram a intensidade de
pastejo. Segundo Hristov et al. (2013) diminuir a intensidade de pastejo, via
diminui¢cdo de carga animal, permite retirar do sistema a mesma quantidade de
produto produzido com impacto ambiental reduzido.

Na Figura 3, é apresentado o balango entre GPV por animal e a
emissdo de CH4 por kg de GPV em ecossistema pastoril nativos sem entrada
de insumos ou suplementos externos. A diminuigdo da intensidade de pastejo,
base do balango, muda o equilibrio entre GPV por animal e emissdo de CHy
por kg de GPV devido a melhora da eficiéncia alimentar do sistema. Do
contrario, o aumento da intensidade de pastejo prejudica a eficiéncia alimentar
representada pela perda de GPV por animal e de aumento na emissao de CH,4

por kg de GPV. Esse mecanismo onde a intensidade influencia fortemente a
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variavel emissdo de CH4 por kg de GPV, ndo se aplica para animais em
confinamentos e ou suplementados, mesmo que observadas altas taxas de
GPV. Porque a concentragado de animais, com altos niveis de graos na dieta
envolvem manejos e acumulo de dejetos que sao fontes de CH4. E somado a
isso ha os GEEs emitidos no momento da queima de combustiveis fésseis,
para crescer e transportar o grao, transportar o gado, e operar o confinamento
(Howden e Reyenga 1998; Fiala, 2008).

GPV/
 aANimg “
— chy
— (IR - -‘\e::‘;
CH./
- GPV
GPV/ amm——
\ an'\ma\ “1 _»»ﬂ,,,»»»""/"'_»»
—— 1P

FIGURA 3: Balango entre ganho de vivo por animal (GPV/animal) e emissao de
metano por kg de ganho de peso vivo (CH4/GPV) em ecossistema pastoril
nativo sem entrada de insumos externos. O balanco entre GPV/animal e CH4
/IGPV depende da intensidade de pastejo (IP), base do balango. A diminuicéo
da IP favorece o GPV/animal e mecanicamente diminui a emissao de
CH4/GPV. aumenta a relagdo entre GPVanimal” e emissdo de CH.GPV' O
mecanismo se inverte ao aumentar a IP.

Varios manejos e produtos vem sendo estudados para mitigar as
emissdes de CH4 e alguns em condi¢gdes de pastejo, como: aplicagao de
vacinas, inclusdes de iondforos, adicdo de gorduras na dieta e uso de pasto
com maior teor de tanino. Entretanto a dificuldade de manejar grandes
rebanhos para uso dessas tecnologias as vezes associados a pouco tempo de
duracgao do efeito mitigador, caso da incluséo de gordura na dieta (Woodward

et al.,, 2006), prejuizos no desempenho, falta de resiliéncia dos efeitos
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inibitérios da metanogéneses como na utilizacdo de pasto com alto teor de
tanino (Waghorn et al., 2008), alto valor econémico de certas tecnologias e
divergéncias de resultados sado entraves na adogéo de insumos que n&o visam
diretamente a eficiéncia produtiva, e trabalham com o objetivo direto de mitigar
as emissoes de CHa.

As pesquisas e tecnologias desenvolvidas para mitigar GEE devem
ser de facil adocdo por produtores, com questdes econdmicas viaveis e
segundo Pacheco et al. (2014) ter efeito duradouro reproduzido em grande
escala. No entanto devem atender as demandas alimentares para atingir
desejavel desempenho animal. Com maior énfase nas estagdes onde o pasto
tem as menores massas de forragem e baixas taxas de crescimentos, nas
quais proporcionam baixa ingestdo de alimento comprometendo o desempenho
animal. Oportunizar o animal a retirar do pasto quantidades apropriadas para
produzir maior quantidade produtos animal sdo propostas a serem alcangadas
nos ecossistemas pastoris nativos, e dentro das limitacdes manter uma relagao

inversa e principalmente constante entre produg¢ao animal e emissao de CHg.

5. CONCLUSAO

Propostas de manejo com moderadas intensidade de pastejo
permite atingir maior ganho de peso vivo por animal. A resposta a esse manejo
€ 0 aumento da emisséo de CH4 por animal e mitigagdo da emisséo por ha e

por kg de peso vivo produzido.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A formacdo do CH,4 pelas bactérias ruminais € uma forma do trato
digestoério dos ruminantes retirar dos alimentos, geralmente com altos teores de
fiboras, a energia necessaria a sobrevivéncia. Degradar fibra é um ato
considerado nobre dos ruminantes perante o Homem, pois produz proteina de
alta qualidade a partir de substrato considerado de baixa qualidade em relacao
a alimentagdo humana. Porém com o 6nus de emitir gas metano, e justamente
foi esse o0 assunto central dessa investigagdo, quanto os bovinos emitem de
metano diariamente, quais as explicagdes que podem ajudar a mitigar metano
produzindo mais alimento?

O segundo capitulo da tese, traz a informagao que a estrutura do
pasto e o consumo total de matéria seca apresentam papel importantissimo na
investigacao sobre emissdo de metano. As interagbes existentes entre as
caracteristicas estruturais do pasto com os niveis de consumo explicam, em
parte, as causas de variagdes na emissdao de metano (~55%). O restante das
causas de variagbes nas emissdes (~ 45%), ndo estudadas na presente tese,
presume-se que sejam causadas por variabilidade entre animais. Dentro das
variabilidades explicaveis, a taxa de crescimento do pasto, assume papel
importante. As estacdes do ano onde aumenta a variabilidade das emissdes de
metano coincidem com maior crescimento do pasto e em consequéncia do
aumento do consumo de matéria seca.

Moderadas intensidade de pastejo moldam a estrutura do dossel
permitindo aumentar o consumo de matéria de seca e de substrato para as
bactérias metanogénicas, o ruminante passa a emitir maiores quantidades de
metano por animal. O substrato que alcanga o rumem, principalmente em
periodos com maiores crescimento de pasto, sdo oriundos de tecidos novos,
na qual a composi¢gao bromatoldgica € reconhecida por apresentar maior teor
de carboidrato soluvel. Isso permite degradagcdo da digesta com menores
gastos energéticos por ocasido da metanogénese, produzindo menos metano
por unidade de consumo. Situagdo que sugere manejo de pastagem com
estrutura que favoreca a alta variedade de espécies vegetais, permitindo

plantas em estagio vegetativo quase o ano inteiro. Um cenario dificil de
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imaginar sem o desenvolvimento de gramineas hibernais e ou leguminosas em
estagdes caracterizadas por baixas temperaturas. Esse cenario traria
desempenho animal em campo nativo mais estavel ao longo do ano.

No capitulo 3 da presente tese, foi feita a comparacao da produgao
animal nas diferentes ofertas de forragens em escala anual. Observamos o
mesmo resultado que vem sendo alcangado desde 1986, qual seja, manejos
com moderadas intensidade de pastejo permitem maior desempenho animal.
No entanto as diferengas entre desempenho s&o observadas onde as taxas de
crescimentos permitem ao animal maior consumo de forragem e maior ganho
de peso, gerando alta variabilidade nos dados de emissdo de metano no
periodo em questao.

Portanto o periodo de maior emissdo de metano € o periodo de
maior desempenho animal. E essa € uma das metas proposta na presente
tese, pois 0 animal que ganha mais peso ou produz mais leite e ou 13, emite
menor quantidade de metano por unidade de produto produzido, como
visualizada no balango entre emissdo de metano e ganho de peso vivo
proposto na Figura 3 do capitulo 3. Com isso entendemos que a pesquisa deva
propor manejos que permitam maior consumo de forragem visando maior
desempenho nas estagdes onde prevaleca baixa taxa de acumulo. Esses
manejos sao essenciais, pois o sucesso dos sistemas pastoris com a intengao
de mitigar metano depende da repetibilidade, consisténcia e duragao dos
efeitos mitigatérios. Talvez ndo seja uma proposta nova, porém uma proposta
que em campo nativo € um desafio, levando em conta que os manejos de
ecossistemas nativos praticados, ndo permitem espécies vegetais que possam
crescer e aumentar a relacao folha colmo, menos ainda a mantenca de altas
taxas de ingestao o ano inteiro.

Por fim entendemos que ter desempenho animal no ano inteiro, e
nao somente em 90 dias (primavera) e ou 180 dias (primavera-verao) é de
suma importancia economicamente para quem maneja o0 campo. Pois o motivo
de um pecuarista utilizar as tecnologias para mitigar as emissdes de metano,
preservando o ecossistema e dificultando a entrada de monocultura € mais

econdmica que ambiental.
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subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its
own separate line.

Introduction State the objectives of the work and provide an adequate
background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.
Results Results should be clear and concise.

Discussion This should explore the significance of the results of the work,
not repeat them. A combined Results and Discussion section is often
appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.
Conclusions The main conclusions of the study may be presented in a short
Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a
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Discussion or Results and Discussion section.

Appendices |If there is more than one appendix, they should be identified as
A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given separate
numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and
so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information - Title. Concise and informative. Titles are
often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae
where possible. « Author names and affiliations. Where the family name
may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate this clearly. Present
the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author. « Corresponding author. Clearly indicate
who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication,
also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete
postal address. Contact details must be kept up to date by the
corresponding author. *+ Present/permanent address. If an author has
moved since the work described in the article was done, or was visiting at the
time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a
footnote to that author's name. The address at which the author actually did
the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

Abstract A concise and factual abstract is required. The abstract should
state briefly the purpose of the research, the principal results and major
conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it
must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or
uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be
defined at their first mention in the abstract itself.

Optional graphical abstract A Graphical abstract is optional and should
summarize the contents of the paper in a concise, pictorial form designed to
capture the attention of a wide readership online. Authors must provide
images that clearly represent the work described in the paper. Graphical
abstracts should be submitted with a caption. Supply captions separately, not
attached to the graphical abstract. A caption should comprise a brief title (not
on the graphical abstract itself). Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Maximum image size: 400 A4
600 pixels (h A4 w, recommended size 200 A4 500 pixels). Preferred file
types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Highlights Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short
collection of bullet points that convey the core findings of the article and should
be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.
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Keywords Immediately after the abstract, please provide 4-6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple
concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Acknowledgements Collate acknowledgements in a separate section at the
end of the article before the references and do not, therefore, include them on
the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals
who provided help during the research (e.g., providing language help, writing
assistance or proof reading the article, etc.).

Math formulae Present simple formulae in the line of normal text where
possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional
terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of
e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any
equations that have to be displayed separately from the text (if referred to
explicitly in the text).

Footnotes Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively
throughout the article, using superscript Arabic numbers. Many
wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used.
Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not
include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork General points « Make sure you use uniform lettering and
sizing of your original artwork. « Embed the used fonts if the application
provides that option. « Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial,
Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts that look similar. « Number
the illustrations according to their sequence in the text. « Use a logical naming
convention for your artwork files. * Provide captions to illustrations separately.
* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.
» Submit each illustration as a separate file. A detailed guide on electronic
artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions You are urged to visit this site;
some excerpts from the detailed information are given here. Formats If
your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your
electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of
the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector
drawings, embed all used fonts. TIFF (or JPEG): Color or grayscale
photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPEG):
Bitmapped (pure black white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000
dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or
grayscale), keep to a minimum of 500 dpi. Please do not: * Supply files that
are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors; « Supply files that are
too low in resolution; * Submit graphics that are disproportionately large for
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the content.

Color artwork Please make sure that artwork files are in an acceptable
format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct
resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color
figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will
appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version.
For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further
information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.  Please note: Because of
technical complications that can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please
submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.
Figure captions Ensure that each illustration has a caption. Supply captions
separately, not attached to the figure. A caption should comprise a brief title
(not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used.

Tables Number tables consecutively in accordance with their appearance in
the text. Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of
tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References

Citation in text Please ensure that every reference cited in the text is also
present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the
abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the
item has been accepted for publication.

Reference links Increased discoverability of research and high quality peer
review are ensured by online links to the sources cited. In order to allow us to
create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef
and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct.
Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and
pagination may prevent link creation. When copying references, please be
careful as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.
Web references As a minimum, the full URL should be given and the date
when the reference was last accessed. Any further information, if known (DOlI,
author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be
given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list)
under a different heading if desired, or can be included in the reference list.
References in a special issue Please ensure that the words 'this issue' are
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added to any references in the list (and any citations in the text) to other
articles in the same Special Issue.

Reference management software This journal has standard templates
available in key reference  management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing
packages, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article and the list of references and citations to these will be
formatted according to the journal style which is described below.

Reference style Text: All citations in the text should refer to: 1. Single
author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication; 2. Two authors: both authors' names and the year of
publication; 3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.'
and the vyear of publication. Citations may be made directly (or
parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically, then
chronologically. Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999;
Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010) have recently shown ...." List:
References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s)
in the same year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after
the year of publication. Examples: Reference to a journal publication: Van
der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a
scientific article. J. Sci. Commun. 163, 51-59. Reference to a book: Strunk
Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
York. Reference to a chapter in an edited book: Mettam, G.R., Adams, L.B.,
2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source Journal names should be abbreviated
according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwal/.

Video data Elsevier accepts video material and animation sequences to
support and enhance your scientific research. Authors who have video or
animation files that they wish to submit with their article are strongly
encouraged to include links to these within the body of the article. This can be
done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All
submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the
video file's content. In order to ensure that your video or animation material is
directly usable, please provide the files in one of our recommended file
formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files
supplied will be published online in the electronic version of your article in
Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video
or animation or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your video data. For more
detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation
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cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for
both the electronic and the print version for the portions of the article that refer
to this content.

AudioSlides The journal encourages authors to create an AudioSlides
presentation with their published article. AudioSlides are brief, webinar-style
presentations that are shown next to the online article on ScienceDirect. This
gives authors the opportunity to summarize their research in their own words
and to help readers understand what the paper is about. More information and
examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this
journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

Supplementary data Elsevier accepts electronic supplementary material to
support and enhance your scientific research. Supplementary files offer the
author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material
is directly usable, please provide the data in one of our recommended file
formats. Authors should submit the material in electronic format together with
the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Google Maps and KML files KML (Keyhole Markup Language) files
(optional): You can enrich your online articles by providing KML or KMZ files
which will be visualized using Google maps. The KML or KMZ files can be
uploaded in our online submission system. KML is an XML schema for
expressing geographic annotation and visualization within Internet-based
Earth browsers. Elsevier will generate Google Maps from the submitted KML
files and include these in the article when published online. Submitted KML
files will also be available for downloading from your online article on
ScienceDirect. For more information see http://www.elsevier.com/googlemaps.
Interactive plots This journal encourages you to include data and
quantitative results as interactive plots with your publication. To make use of
this feature, please include your data as a CSV (comma-separated values) file
when you submit your manuscript. Please refer to
http://www.elsevier.com/interactiveplots for further details and formatting
instructions.

Submission checklist The following list will be useful during the final
checking of an article prior to sending it to the journal for review. Please
consult this Guide for Authors for further details of any item. Ensure that the
following items are present: One author has been designated as the
corresponding author with contact details: ¢ E-mail address -« Full postal
address * Phone numbers All necessary files have been uploaded, and
contain: + Keywords <« All figure captions <« All tables (including title,
description, footnotes) Further considerations < Manuscript has been 'spell-
checked' and 'grammar-checked' < References are in the correct format for
this journal < All references mentioned in the Reference list are cited in the
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text, and vice versa < Permission has been obtained for use of copyrighted
material from other sources (including the Web) < Color figures are clearly
marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in
black-and-white in print < If only color on the Web is required, black-and-white
versions of the figures are also supplied for printing purposes For any further
information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.
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