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EMISSAO DE METANO POR CORDEIROS EM PASTAGENS TROPICAIS !

Autor: Neuza Maria Fajardo
Orientador: Cesar Henrique Espirito Candal Poli
Coorientador: Paulo César de Faccio Carvalho

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar a emissao de metano
por cordeiros alimentados em diferentes pastagens tropicais: Panicum maximum
cv. 1Z-5 (capim aruana) e Cajanus cajan cv. anao (feijao guandu), e suas
relacbes com a composicdo quimica destas pastagens. Os trabalhos foram
conduzidos na Estacao Experimental Agronémica da UFRGS, nos anos de 2015
e 2016. O delineamento experimental foi de blocos completos casualizados com
trés repeticdes. O capitulo Il relata os resultados da emissédo de metano por
cordeiros pastejando nos seguintes tratamentos: 1) ARU — somente capim
aruana; 2) FG - somente feijao Guandu; 3) AFG — meio piquete com capim
aruana, e a outra metade com feijdo Guandu. Para avaliacdo de metano foi
utilizado a técnica com marcador SFs. No experimento do capitulo Il, utilizou-se
parcela subdividida, sendo a subparcela dois animais testes que receberam
polietileno glicol (PEG) para quelar o tanino presente no feijao guandu, e dois
gue receberam agua como controle. As emissdes de metano por consumo de
matéria seca (EMICONMSDIA) ndo apresentaram diferenca entre o0s
tratamentos, mesmo considerando as dosificagcdes com polietileno glicol (PEG)
ou 4gua (P=0,9235). O tratamento FG (P=0,036) apresentou mais altos niveis
de taninos condensados do que os demais tratamentos. Apesar de diferencas
nas suas caracteristicas quimicas, a emissdao de metano de cordeiros é
semelhante entre pastagens tropicais de capim aruana (Panicum maximum cv.
IZ-5), feijdo Guandu (Cajanus cajan cv. Ando. Os taninos condensados
presentes na forrageira feijdo guandu, nas condi¢cdes experimentais deste
trabalho, ndo demonstraram potencial para contribuir na reducdo da emissao de
metano por cordeiros. No capitulo 1ll, os tratamentos, manejo dos animais e
delineamento experimental foram semelhantes ao capitulo Il. Os resultados
demonstraram que ndo ha uma relacdo direta entre as caracteristicas
bioquimicas do alimento e a emissdo de metano. Essa desassociagdo entre a
emissdo de metano e a composicdo quimica da pastagem foi constatada tanto
guando relacionou-se a emissao por animal (EMI), quanto quando relacionou-se
com a emissdo por quilograma de matéria seca ingerida (EMICONMSDIA).
Conclui-se, entdo, que ndo é possivel relacionar a emissdo de metano de
cordeiros com as caracteristicas quimicas das plantas forrageiras tropicais
perenes, capim aruana e feijao Guandu.

Palavras-chave: polietileno glicol, tanino condensado, aruana, feijdo guandu

(MTese de Doutorado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil
(84p.), Margo, 2018.



METHANE EMISSION BY LAMBS IN TROPICAL PASTURES W

Author: Neuza Maria Fajardo
Adviser: Cesar Henrigue Espirito Candal Poli
Co-adviser: Paulo César de Faccio Carvalho

ABSTRACT: The researches carried out in the present work had the objective of
evaluating the emission of methane by lambs fed on different tropical pastures:
Panicum maximum cv. 1Z-5 (Aruana grass) and Cajanus cajan cv. dwarf (pigeon
pea), and their relationships with the chemical composition of these pastures. The
works were conducted at the Experimental Agronomic Station of UFRGS,
between January and April 2016, Chapter II; and from February to April 2015,
Chapter 1ll. The experimental design was of randomized complete blocks with
three replicates. The blocking was carried out with the objective of eliminating
variations of slope of the terrain (flat area, sloping at the top and sloping slope).
Chapter Il reports the results of methane emission by grazing lambs in the
following treatments: 1) ARU - only aruana grass; 2) FG - only Guandu beans; 3)
AFG - half picket with aruana grass, and the other half with Guandu beans. For
methane evaluation, the SF6 marker technique was used. In the experiment of
chapter Il, a subdivided plot was used, the subplot being two test animals that
received polyethylene glycol (PEG) to chelate the tannin present in the pigeon
pea, and two that received water as control. Emissions of methane by dry matter
intake (EMICONMSDIA) did not show any difference between treatments, even
considering the dosages with polyethylene glycol (PEG) or water (P = 0.9235).
FG treatment (P = 0.036) presented higher levels of condensed tannins than the
other treatments. Despite differences in their chemical characteristics, the
methane emission of lambs is similar between tropical pastures of Aruana grass
(Panicum maximum cv. 1Z-5), Guandu beans (Cajanus cajan cv. Dwarf), and
when these forages are offered at will , in two lanes in the picket. The condensed
tannins present in the forage pigeon pea, under the experimental conditions of
this work, did not demonstrate the potential to contribute in the reduction of the
methane emission by lambs. In Chapter I, treatments, animal management and
experimental design were similar to Chapter Il. The relationships between the
chemical composition of pastures of nutritional influence showed to be quite
variable in the methane emission response. The results showed that there is no
direct relationship between the biochemical characteristics of the food and the
emission of methane. This dissociation between the methane emission and the
chemical composition of the pasture was verified both when the emission per
animal (EMI) was related and when it was related to the emission per kilogram of
ingested dry matter (EMICONMSDIA). It is concluded that it is not possible to
relate the emission of methane with the chemical characteristics of perennial
tropical forage plants Panicum maximum cv. 1Z-5, and Cajanus cajan cv. Dwarf.

Key words: polyethylene glycol, condensed tannin, aruana, pigeon pea

(MDoctoral Thesis in Animal Science— Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (84p.), March, 2018.
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1. INTRODUCAO

A FAO, em 2006, alertou sobre o possivel impacto da emissédo de
metano por ruminantes no meio ambiente através do efeito estufa. Devido a isso
tornou, entdo, prioritdria a pesquisa na emissdo de metano nos sistemas
agropecuarios mundiais, pois as pastagens ocupam dois tercos da area
agricultavel no mundo e grande parte do territério brasileiro. O uso de
leguminosas figuram, dentre outras tecnologias, como promissoras para reduzir
a curva de emissdo de carbono, uma vez que o processo digestivo de
fermentacdo dos ruminantes é reconhecido como importante fonte de emisséo
de gas metano (Johnson &Johnson, 1995).

As pastagens de verdo tem mostrado grande potencial para criagao
de ovinos (Carvalho et al. 2004; Monteiro et al. 2009; Poli et al 2012;), auxiliando
de forma significativa na reducdo da sazonalidade da producdo de carne de
cordeiro na regiao Sul (Poli et al., 2012), e com grande potencial para melhorar
a qualidade da carne e carcaca com reflexos na saude humana. Também,
apresentam caracteristicas bioquimicas que podem gerar um relevante impacto
na producdo de carne, como os taninos condensados (Liu et al., 2012). No
entanto, o efeito dos taninos condensados das forrageiras tropicais ainda é
pouco conhecido, principalmente das leguminosas, na produtividade e na
qualidade da carne de ruminantes.

Dessa forma, as indicacdes para a reducao das emissdes de metano
pela pecuaria estédo ligadas ao manejo alimentar e as estratégias nutricionais.
Entretanto, ainda nao esté claro o efeito de diferentes espécies forrageiras, do
uso de leguminosas nas emissdes de metano. Diante disso, o trabalho terd como
objetivo: avaliar o reflexo de graminea e leguminosa tropical, na emissédo de
metano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo de metano

Herbivoros ruminantes, como bovinos, ovinos, bubalinos, caprinos e
outros produzem metano através da fermentacdo entérica, uma etapa do
processo digestivo que ocorre no rumen. As emissfes globais desse gas,
geradas a partir dos processos entéricos, sdo estimadas em 80 milhdes de
toneladas anuais, correspondendo em torno de 22% das emissdes totais de
metano geradas por fontes antropicas (USEPA, 2000).

A fermentagéo entérica dos animais herbivoros ruminantes, inerente
a sua fisiologia digestiva, € uma das maiores fontes de emissédo de CH4 no pais.
A intensidade da emissdo de metano depende do tipo de animal, da quantidade
e grau de digestibilidade da massa digerida e do esfor¢co ao qual o animal &
submetido. Em bovinos, a taxa de conversdo em metano é estimada, em meédia,
em 6% da energia bruta do alimento ingerido (Pedreira & Primavesi, 2006).
Sabendo-se que a producdo de metano varia de acordo com a quantidade e
qualidade do alimento digerido (Brasil, 2009), as varias modalidades e condi¢cdes
de sistemas de criacdo de animais domésticos implicam fatores diferentes de
emissdo de metano. As opcdes de reducdo das emissdes de metano na
atividade pecuéria estdo associadas ao aumento da produtividade animal, com
0 objetivo de se obterem maiores valores de producao animal por quantidade de
metano emitido.

Ruminantes manejados extensivamente podem ter suas emissfes
reduzidas por meio da melhoria da digestdo fermentativa no rumen,
administrando-se dietas a base de ureia, de proteinas e fornecendo nutrientes
vitais. O tipo e as quantidades de alimentos utilizados na producé&o de ovinos
tém grande impacto sobre as emissdes de metano. A digestibilidade dos
alimentos e a propor¢cdo de volumoso na dieta sdo, por exemplo, fatores
importantes a considerar no calculo das emissdes.

O metano é produzido por bactérias metanogénicas presentes na
solucdo do rumen e, portanto, o papel que o préprio animal desempenha é
apenas mediar a interacdo entre o hospedeiro e as bactérias. A emissao de
metano € também um desafio "fenotipico” a ser estabelecido, pois, as
caracteristicas de emissdo de metano variam com o tipo de forragem, com a
estacdo do ano, quantidade ingerida, composi¢ao nutricional e idade do animal,
por isso a grande variedade de niveis de emissdo entre animais (Brasil, 2009).
Assim, apurar o verdadeiro nivel de emissdo de um animal e ter confianca na
persisténcia desse valor individual de emisséo € essencial e também um desafio
consideravel.

Avaliando rebanhos de ruminantes em pastejo, observou-se que a
taxa de liberacdo de metano segue um padrdo diurno bifasico com taxas
maximas de emissdo no meio da manha e no final da tarde. Esses picos
provavelmente coincidem com os horarios de maior intensidade de pastejo
(manha e noite) (Champion et al., 1994). A taxa de emissdo de metano aumenta
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e reduz depois das refeicdes (Mathers & Walters, 1982; Nolan et al., 2010) em
resposta ao alimento fornecido. Quando em alimentacédo, a frequéncia de
contracdo ruminal sofre alteracdo em bovinos e menos em ovinos (Waghorn &
Reid, 1983). Porém, a frequéncia de eructa¢do ndo esta ligada a frequéncia de
contracdo ruminal, mas o acumulo do gas. No Brasil, a pecuéaria €
responsabilizada por quase a totalidade das emissdes de metano oriundas da
atividade agricola, e o maior percentual originaria de areas de pastagens
extensivas (Lima, 2002).

No Brasil, as maiores partes da emisséo de metano proveem de areas
extensivas de pastagem. A suplementacao alimentar de bovinos e ovinos em
pasto constitui um fator limitante, devido ao elevado custo, para uma significante
parte das propriedades rurais. Por isso, torna-se, cada dia, mais urgente a
necessidade de se pesquisar alternativas alimentares, em fungcéo dos recursos
naturais, condi¢des climéticas e estruturas socio-econdmicas especificas de
cada regido (Lima, 2006). Para animais mantidos em regime de pastagens,
destaca-se a técnica do tracador (interno) hexafluoreto de enxofre (SFe)
(Johnson & Johnson (1995)). Por meio de estimativas acuradas das taxas de
emissao de metano derivada de ruminantes, bem como de seu monitoramento
€ possivel se estabelecer diferentes estratégias de manejo animal direcionado
para a reducao das emissdes de metano por unidade de produto (Lima, 2006).

A ingestdo de alimento é uma variavel importante na previsdo de
emissbes de CHas. Johnson & Johnson (1995) constataram que a perda de
metano como porcentagem da ingestdo de energia reduz em 1,6% de unidades
por cada nivel de consumo acima do necessario para o metabolismo basal. Para
a producao de cordeiros em pastagem, Hegarty et al., (2010) previram um
aumento linear no ganho médio diario e um aumento na producdo de metano,
com aumento da quantidade de matéria seca ingerida e com uma taxa maior no
ganho médio diario para alimentos com maior indice de digestibilidade. Além
disso minimas alteracbes na ingestdo de energia resultam em pequenas
alteracbdes na taxa de producdo de metano porém, grandes mudancas no
desempenho animal (Hegarty et al., 2010).

Gramineas com alto teor de acUcar, ou seja, com elevadas
concentracdes de carboidratos solluveis, sdo consideradas uma ferramenta para
mitigar o impacto ambiental da producéo pecuéria. Contudo, sua contribuicdo é
guestionavel, segundo Parsons et al. (2011).

Estudos realizados com genoma de metandgenas ruminais relatam
estimativa de que 0,3% a 3% da biomassa ruminal € composta por Archaeas. Ao
pesquisar o gene RNA ribossdmico de ruminates em varios lugares do mundo,
constatou-se que trés grupos de metanogénicas predominam no ambiente
ruminal e séo eles: Methanobrevibacter spp., Methanomicrobium spp. e Rumen
Cluster C (RCC), também conhecido como Thermoplasmatales afiliado linhagem
C, mas mais recentemente proposto como um sétimo ordem de Archaea
metanogénica, o ‘'Methanoplasmatales’ (Paul et al., 2012). Grupos
remanescentes de metandgenos incluem representantes dos géneros:
Methanosphaera, Methanimicrococccus, Methanosarcina e Methanobacterium
(Janssen & Kirs, 2008; ST-Pierre & Wright, 2013). Em termos de seu
metabolismo, as metandgenas geralmente se dividem em trés grupos,
Metanogenas hidrogenotroficos que convertem Hz , ou formiato para CH4 e que
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incluem membros dos géneros Methanobrevibacter e outros. A obtencdo de
sequéncias representativas do genoma de cada um dos géneros foi importante
para se compreender a capacidade metabdlica desses organismo e como eles
contribuem para os processos de fermentacdo no rimen. As sequéncias do
genoma de metanogénicas ruminais ja conhecidos contribuiram para o
entendimento de que forma os microoganismos metandgenos se distribuem no
ambiente ruminal. Conhecer as funcfes e o0os seus nichos de acdo € uma
importante estratégia para se ter sucesso na mitigagdo antimetanogénica (Leahy
et al., 2013).

No entanto, ainda falta muito para se compreender como 0s
microrganismos impactam no trato digestivo dos ruminantes. Por exemplo, a
fermentacao intestinal fornece 5% a 10% de energia dietética e é responsavel
por 6% a 14% da producéo de CH4 (Gressley et al., 2011).

O metano também pode ser gerado a partir de outras reacdes
ruminais incluindo a reducéo de acido férmico, metanol, metilamina, dietilamina,
trietilamina (Hungate et al., 1970).

Estudos também demonstraram que ovelhas mantidas livres de
protozoarios por mais de dois anos reduziram a metanogénese em comparacao
com ovelhas mantidas sem protozoarios por dois meses (Morgavi et al., 2012).
Outros trabalhos também demonstraram que a defaunag&o de rimen ovino por
curto prazo (até 3 meses) causa a reducdo da emissdo de metano em
comparacao com o rimen de ovelhas sem defaunacdo ou com mais de um ano
(Ranilla et al., 2004). Esse efeito pode ser explicado, pois ha uma simbiose entre
as archeaes metandgenicas que vivem em simbiose com os protozodrios do
rimen, e que a reducdo desses ultimos pela defaunacéo tera efeito direto na
reducdo da producao de metano (Stewart et al., 1997).

2.2. Taninos

Os taninos sdo uma mistura complexa de compostos individuais tendo
pesos moleculares variando de 500 a mais de 3000 Daltons (ésteres de acido
galico) e até 20 000 Daltons (proantocianidinas), e podem interferir na
metanogénese, inibindo o crescimento, o desenvolvimento e a atividade da
populacdo de metandgenos indiretamente (reduzindo o nimero de protozoarios
associados com metandgenos), e diretamente atingindo as metanogénicas
(Cieslak et al., 2013). Os taninos tem origem no metabolismo secundario das
plantas. O termo metabolismo secundario é usado para descrever uma gama de
compostos quimicos que ndo estao envolvidos nos processos bioguimicos de
crescimento e reproducdo de plantas (Hartmann, 2007). A atividade e
concentracdo de fitoquimicos nas plantas sdo influenciados pela localizacao
geografica, condicbes climaticas, época do ano, processamento e
armazenamento das amostras (Bodas et al., 2008). Os fatores responsaveis pela
mitigacao sao variados, por exemplo, tipo de tanino e de planta. Tavendale et al.
(2005) sugeriram que a inibicdo do crescimento de metandgenos é devido ao
efeito bacteriostatico e bactericida dos taninos condensados. Foi observado ndo
apenas um efeito direto do tanino sobre as metanogénicas, mas também uma
influéncia direta sobre os protozoarios associados (Patra & Saxena, 2010).
Pesquisas com gado leiteiro mostraram que a adi¢cdo de taninos condensados
de Vaccinium vitis-idaea em 2g/kg de matéria seca proporcionaram a mitigacéo
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da metanogénese por reducdo nos nimeros de protozoarios, sem efeito negativo
sobre a digestibilidade da matéria orgéanica (Cieslak et al., 2012). Os taninos
totais extraidos da Leucaena leucocephala causaram uma reducdo nos
metanogénicos totais em 99%, e nos protozoarios totais em 83% com a adicdo
de tanino condensado em niveis crescentes de 20 a 60 mg/g de matéria seca
em estudo in vitro (Tan et al., 2011). Todavia, os efeitos do tanino condensado
sobre a populacdo de protozoarios é variada, provavelmente porque alguns
taninos tem efeito direto sobre os metandégenos que nao estdo associados com
protozoarios (Bhatta et al., 2012).

2.3.Composicao quimica de pastagens

Quimicamente a fibra € formada por varios compostos quimicos que
irdo variar em funcdo de sua origem (tipo de pastagem) (Mertens, 1997).
Normalmente a fibra € constituida pela parede celular das plantas. A parede
celular € composta por celulose, hemicelulose, lignina, proteina e outros
compostos.

A celulose é o principal polissacarideo constituinte da maioria das
paredes celulares dos vegetais (McDougall et al, 1993). E um
homopolissacarideo, constituido por unidades de glicose ligadas por ligacGes
glicosidicas (Kozloski, 2009).

As hemiceluloses sdo fracdes relativamente heterogéneas que
interagem e arranja-se entre si e com compostos fendlicos (lignina) de forma
irregular e complexa presentes entre polimeros de celulose que se organizam
paralelamente na parede celular (Kozloski, 2009). Em plantas maduras, as
hemiceluloses estdo mais associadas a lignina tornando-se insoltuveis (Goodwin
& Mercer, 1988).

As Ligninas séo polimeros complexos, sua composicao, estrutura e
guantidade variam de acordo com o tecido, a origem botanica, a idade da planta
e os fatores ambientais (Grenet & Besle, 1991).

As proteinas sdo compostos nitrogenados cuja concentracao e
degradacdo ruminal variam de acordo com os tipos de alimentos. Em geral, o
teor proteico € mais elevado nas plantas leguminosas que nas gramineas. As
proteinas sollveis presente nas células vegetais sdo mais facilmente
degradadas que aquelas associadas as células das paredes do tecido vegetal
(Kozloski, 2009). Sao dois os principais conjuntos de proteinas da parede celular:
as extensinas, com funcao estrutural e as proteinas ricas em glicina associadas
a lignificacdo. Os outros conjuntos sd0 menos expressivos, porém nao menos
essenciais ao desenvolvimento celular (Giger-Reverdin, 1995).

A fibra insoluvel em detergente neutro (FDN) é uma metodologia
desenvolvida na tentativa determinar as fragbes dos componentes sollveis
(rapida e completamente disponivel- 95% a 98%) e insolluveis (lento e pouco
disponivel) presentes na fibra bruta. Com a anélise de FDN separa-se a celulose,
hemicelulose e lignina, com alguma contaminacao de pectina, proteina e cinzas.
(Van Soest (1967) e Van Soest & Wine (1967)).

A fibra insoltvel em detergente acido (FDA) ndo contém hemicelulose,
ou seja, ndo possui todos os polissacarideos parcialmente digeriveis do alimento
(Van Soest (1967) e Van Soest & Wine (1967)).
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Os nutrientes digestiveis totais (NDT) pode ser obtido pela seguinte
formula:

NDT (%) = (0,98 x CNF) + (0,93 x PB) + 2,25 x (EE-1) + 0,75 x (FDN
—Lig) x [ 1 — (Lig/FDN)0,667] — 7 (Weiss, 1999).

Onde: CNF = Carboidratos néo fibrosos; PB = Proteina Bruta; EE =
Extrato etéreo; FDN = Fibra detergente neutro e Lig = Lignina. O aumento dos
teores de proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE) permitem uma elevacao de
contetdo NDT, possibilitando uma maior ingestao de forragem e menor emissao
de metano por quilograma de matéria seca (MS) ingerida. Quanto maior o
contetdo de FDN, menor serd a digestibilidade e maior serd a emissao de
metano (Hart et al., 2009).

2.4. Forrageiras tropicais

As forrageiras tropicais podem gerar produtos de origem animal com
alta eficiéncia, com baixo custo e de forma ndo agressiva ao ambiente,
principalmente com a atual exigéncia em reducao da emissédo de metano pela
atividade agropecuaria. Com isso, tem ocorrido uma busca por pesquisas e
desenvolvimento de estratégias nutricionais que possam fazer com que estas
metas estabelecidas sejam atingidas.

Algumas leguminosas  tropicais apresentam compostos
bioativos(taninos) cujos teores variam dependendo do solo, clima, espécie, idade
e parte da planta (Bodas et al., 2008). Esses compostos podem interferir na
fermentacdo ruminal, e podem influenciar de forma indireta na formacdo de
complexos com proteinas e fibras, e de forma direta pela ligacdo com enzimas
digestivas, inibindo sua acdo catalitica (Bueno et al., 2015; Degéaspari et al.,
2005). No entanto, quando em dietas com altos teores de proteina degradavel,
os taninos condensados reduzem o risco de timpanismo e as perdas de
nitrogénio na forma de aménia (Reed, 1995). O tanino também promove a
diminuicdo da degradacdo ruminal, especialmente da fibra que provocaria um
maior tempo de ruminacéo (Waghorn, 2008).

A estrutura do tanino condensado afeta sua capacidade de ligacao, o
impacto sobre a digestdo, o valor nutritivo do alimento e as propriedades anti-
helminticas. Os taninos condensados sdo encontrados em espécies
dicotiledbneas e ocorrem com pouca frequéncia em gramineas e em espécies
temperadas. Eles sédo frequentemente restritos a casca das sementes (Jansman,
1993; Burggraaf et al., 2003). Contudo os taninos condensados devem estar nas
folhas, alimento principal dos herbivoros, para que seus beneficios nutricionais
possam ser significativos para o desempenho dos ruminantes.

2.4.1.Panicum maximum cv. 1Z- 5

A forrageira Panicum maximum cv. 1Z- 5, capim aruana, de origem
Africana, desenvolvida no Instituto de Zootecnia adapta-se muito bem ao clima
e solo de regides tropicais e subtropicais brasileiras. Planta cespitosa, com
arquitetura foliar ereta e aberta, que produz em torno de 18 a 21 toneladas de
matéria seca por hectare por ano, sendo que 35% a 40% desse total, ocorrendo
no inverno, quando irrigado (no estado de S&o Paulo- Nova Odessa). Possui
porte médio, atingindo em torno de 80 cm de altura, com alta capacidade de
emitir perfilhos a partir de um grande nimero de brotos basais apds cada ciclo
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de pastejo e cobertura de solo, auxiliando, assim, também no controle da
erodibilidade. Por isso, o capim aruana, que possui boa palatabilidade, se
apresenta como uma alternativa de pastagem para ovinos (Bianchini et al., 1999;
Cunha et al., 1999).

O capim aruana também responde a adubacdo, conforme
demonstram os resultados relatados por Cecato et al. (1994) e Colozza et al.
(2000) que verificaram aumento na producéo de massa seca de parte aérea pelo
aumento das taxas de nitrogénio. Em varios estudos, o capim aruana destacou-
se por suportar carga animal superior a outras espécies de gramineas (digitarias)
e a outras cultivares de Panicum maximum (Castilhos et al., 2009). O cultivar
aruana possui relativo elevado valor nutritivo (Vargas Junior et al., 2013),
apresentando teores que variam de 10 a 15% da MS. Fajardo et al. (2015)
encontraram 15% de PB para o Aruana em diferentes sistemas de alimentacéo.
Esta forrageira foi escolhida pela boa adaptacdo ao pastejo com ovinos
(Bianchini et al., 1999), facilidade de implantacdo por sementes, disponibilidade
de sementes no comércio, e alta producédo de matéria seca. Estas caracteristicas
foram descritas pelo Instituto de Zootecnia e confirmadas em trabalhos de nosso
grupo (Fajardo et al., 2015).

2.4.2. Cajanus cajan L. cv. Ando

O feijdo guandu, Cajanus cajan L., apresenta sistema radicular
profundo e ramificado, com raiz pivotante e com alta capacidade de se
desenvolver em solos com crosta superficial (Brazaca et al., 1996). Suas raizes
podem atingir até 3 metros de profundidade a procura de agua e nutrientes,
reciclando assim nutrientes das camadas mais profundas (Alvarenga et al.,
1995). O feijdo guandu é uma fonte proteica em muitos paises africanos e
asiaticos, pois se adapta a condi¢cdes adversas de solo e clima. No Brasil €
utilizado em diversas regides para muitos propdsitos, dentre elas a alimentacéo
dos rebanhos.

Os taninos, produto do metabolismo secundéario, é um importante
componente do guandu, pois pode influenciar na digestibilidade e na capacidade
de consumo pelos animais (podendo ser um fator antinutricional), limitando a
ingestdo pelo animal (Vieria et al., 2001). Todavia, Woodward et al. (2001)
relatam um maior consumo de Lotus corniculatus e Lotus pedunculatus
contendo taninos condensados do que azevém. Athanasiadou et al. (2001)
também relatam aumento de consumo por ovinos em dieta com alto teor proteico
guando taninos condensados de quebracho foram adicionados em 6% da dieta
(com base em peso fresco). Também ha relatos de consumo semelhante entre
pastagens com teores de tanino diferentes (Barry e McNabb, 1999; Landau et
al., 2000; Woodward et al., 2001). Esta disparidade entre os diferentes resultados
de consumo de plantas taniferas provavelmente refletem diferentes niveis
dietéticos de taninos condensados, assim como variagdo entre plantas na
atividade biolégica dos mesmos (Min et al., 2003). O feijdo guandu foi escolhido
para este trabalho por apresentar teores de tanino (Vitti et al., 2005), facilidade
de estabelecimento, boa producdo de massa (Neres et al., 2012) e com
qualidade nutricional para alimentacao animal (Barnes, 1995).
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3. HIPOTESE

-Cordeiros pastejando a leguminosa tropical Cajanus cajan cv anao
emitem menos metano, reduzindo o problema gerado por gases de efeito estufa,
que os cordeiros pastejando Panicum maximum cv 1Z-5, ou a composicéo
Panicum maximum cv 1Z-5 e Cajanus cajan cv anao.

4. OBJETIVO

- Avaliar a emissdo de metano por cordeiros pastejando Cajanus
cajan cv anao , Panicum maximum cv. 1Z-5, a composi¢do Panicum maximum
cv 1Z-5 e Cajanus cajan cv ando e as relagdes da emissdo de metano com a
composicdo quimica destas pastagens.

5.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do polietileno glicol(PEG) na emissdo de metano por
cordeiros em pastejo nos seguintes tratamentos: Panicum maximum cv. 1Z-
5(ARU); Cajanus cajan cv. Ando(FG) e a composi¢cado Panicum maximum cv. 1Z-
5 e Cajanus cajan cv.ando(AFG).

-Avaliar a emissdo de metano de cordeiros por grama de matéria seca
consumida, por quilograma de peso vivo dos animais e por ganho médio diario
de cordeiros em pastagens formadas de Cajanus cajan cv. ando e Panicum
maximum cv. 1Z-5.

-Correlacionar a composicao quimica da pastagem com a emissao de
metano de cordeiros.
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lElaborado de acordo com as normas da Livestock Science (Apéndice 1
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Emissdo de Metano por Cordeiros em Pastagens Tropicais

1.Resumo

A possivel contribuicdo da emissdo de metano pelos ruminantes para o
aquecimento global, tornou prioritaria a pesquisa da emissao deste gas de efeito estufa,
nos sistemas pecuarios mundiais. Pois, as pastagens ocupam dois tercos da area
agricultavel no mundo e grande parte do territorio brasileiro. Pouco se conhece sobre a
emissdo de gases de efeito estufa por ovinos em gramineas e leguminosas tropicais. O
conhecimento da emissdo de metano por esses animais em condigdes tropicais e
subtropicais pode auxiliar no ajuste de sistemas de producédo de ovinos. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a emissdo de metano por cordeiros consumindo pastagens tropicais,
gramineas e leguminosas. O delineamento foi em blocos completos casualizados, trés
tratamentos e trés repeticdes. Avaliou-se 4 cordeiros machos com média de 4 meses de
idade por tratamento, peso inicial de 20,4 kg e final de 25,7 kg. Os tratamentos foram: 1-
ARU- somente capim aruana (Panicum maximum cv. 1Z-5),; 2- FG — somente feijdo
guandu (Cajanus cajan cv. Anéo) e 3- AFG — piquete dividido pela metade entre aruana
e feijdo guandu (duas faixas). A técnica de avaliagdo de metano utilizou o marcador
hexafluoreto de enxofre (SFe). Os resultados mostram que 0s animais apresentaram
semelhantes desempenhos nas diferentes pastagens (P=0,1250), e ndo diferiram em
relacdo a emissao de metano por grama de matéria seca ingerida, por ganho médio diério
e por kg de peso vivo dos cordeiros. Conclui-se que, apesar das diferengas nas suas
caracteristicas quimicas, a emissdo de metano de cordeiros € semelhante entre pastagens
tropicais de capim aruana, feijdio Guandu e a mistura destas pastagens. Os taninos
condensados presentes na forrageira feijdo guandu ndo demonstraram potencial para

contribuir na reducdo da emissdo de metano por cordeiros.

Palavras-chave: feijdo Guandu, aruana, polietileno glicol, &gua
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2.Introducéo

As pastagens de verdo tem mostrado grande potencial para criacdo de ovinos
(Carvalho et al. 2004; Monteiro et al. 2009; Poli et al 2012;), auxiliando de forma
significativa na reducéo da sazonalidade da producéo de carne de cordeiro na regido Sul
(Poli et al. 2012), e com grande potencial para melhorar a qualidade da carne e carcaca,
com reflexos na satide humana e na sustentabilidade ambiental e econdmica.

As pastagens tropicais também apresentam caracteristicas bioquimicas que podem
gerar um relevante impacto na produgéo de carne, como os taninos condensados nas
leguminosas (Liu et al., 2012). No entanto, o efeito dos taninos condensados é pouco
conhecido na produtividade de ruminantes. Os efeitos do uso de leguminosa tropical
emissdo de metano por ovinos precisam ser elucidados.

A FAO (2006) alertou sobre o possivel impacto da emissdo de metano por
ruminantes no meio ambiente através do efeito estufa. Devido a isso tornou, entdo,
prioritaria a pesquisa na emissao de metano nos sistemas agropecuarios mundiais, pois as
pastagens ocupam dois tercos da area agricultdvel no mundo e grande parte do territrio
brasileiro. O uso de leguminosas figuram, dentre outras tecnologias, como promissoras
para reduzir a curva de emissdo de carbono, uma vez que o processo digestivo de
fermentacdo dos ruminantes é reconhecido como importante fonte de emissdo de gas
metano (Johnson e Johnson, 1995). Dessa forma, as indicacfes para a reducdo das
emissOes de metano pela pecuéria estdo ligadas a0 manejo alimentar e as estratégias
nutricionais. Esse estudo teve como objetivo avaliar a emissdo de metano por cordeiros
pastejando diferentes pastagens formadas pela leguminosa Cajanus cajan cv. Ando e a
graminea Panicum maximum cv. 1Z-5, bem como avaliar o efeito da presenca do tanino

condensado na leguminosa.
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3.Material e Métodos

3.1.Local

O trabalho foi conduzido na Estagdo Experimental Agrondmica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, RS (EEA-UFRGS), latitude 30* 7° 21”S e longitude 51°
40’ 60”W em 2016. O experimento ocupou uma area total de 1,8 hectares, subdividida
em parcelas de 0,2 hectares. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (Protocolo n° 21121).

3.2.Animais

Mediu-se a emissao de metano por cordeiros testes, machos e castrados com idade
entre 3 e 4 meses, e peso inicial de 20,4 kg e 25,7 kg ao término do experimento. Foram
avaliados quatro cordeiros testes em cada um dos piquetes. A distribuicdo dos animais
nos piquetes foi feita de forma a manter a uniformidade de peso em todos os tratamentos
e em todos os blocos.

O consumo de forragem foi estimado, nos diferentes estadios fenologicos da
pastagem, com o uso 6xido de cromo (Cr.03). O marcador foi encapsulado e administrado
aos animais como indicador da producdo fecal. Os cordeiros foram dosificados,
manualmente, as 12h, com 1,0 g de Cr20s. O periodo de dosificacdo foi de 11 dias e no
oitavo dia iniciou-se a coleta de fezes direto no reto, conforme metodologia de Kozloski
et al. (2006). A concentracdo de cromo nas fezes secas foi determinada por
espectrofotometria de absorcédo atdmica (Kozloski et al., 1998). A estimacédo da produgéo
fecal foi calculada através da seguinte formula:

PF=cromo administrado (g/dia)/cromo nas fezes (g/kg de MS: POND et al., 1989).

O consumo de MO (CONSMO, kg/dia) foi calculado pela férmula:

CONSMO=producdo fecal/(1-digestibilidade da forragem) e a partir desses dados
e da taxa de lotacédo foi calculado o consumo de MO em porcentagem do peso corporal
(CMOPC).

Os animais foram pesados, com jejum prévio de sélidos de 12 horas. As pesagens
foram realizadas no inicio do experimento e a cada 28 dias até a conclusdo do

experimento. Na ocasido das pesagens, foi avaliado o Escore de Condic¢do Corporal dos
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animais, através da técnica descrita por Russel (1991) e modificada por Thompson &
Meyer (1994).

3.3.Tratamentos e delineamento

Os tratamentos foram distribuidos em um delineamento de blocos completos
casualizados com parcelas subdividas. As parcelas principais foram compostas por trés
tratamentos, trés tipos de pastagens, com trés repeticdes. As subparcelas foram alocadas
de forma a examinar o efeito do Polietileno glicol (PEG). Realizou-se trés avaliacGes de
producdo de metano: a primeira de 02 a 07 de fevereiro de 2016; a segunda de 23 a 28
de fevereiro de 2016 e a terceira de 15 a 20 de margo de 2016. Utilizou-se o0s seguintes
tratamentos: somente Panicum maximum cv. 1Z-5 (capim aruana - ARU); somente
Cajanus cajan cv. Ando (feijdo guandu - FG); metade o piquete com capim aruana € a
outra metade com feijdo guandu (AFG). Administrou-se PEG pela manha e pela tarde
(30g por vez para metade dos testes avaliados, e d4gua para a outra metade). Agua e

suplementacdo mineral foram disponibilizados a vontade para os animais.

3.4.Avaliagéo da pastagem

A massa de forragem (MF) e altura da pastagem foram determinadas no inicio do
experimento - entrada dos animais - e a cada 28 dias. Para a determinacdo da altura das
forrageiras em cada parcela, foram avaliados 50 pontos com bastdo graduado de 200 cm
(sward stick), conforme Bircham (1981).

A avaliacdo da massa de forragem foi realizada com o auxilio de um quadro com
0,25 m2 para delimitar a area de avaliacdo, totalizando seis pontos amostrais por piquete,
trés na altura média da pastagem e trés pontos aleatérios. As amostras foram cortadas
rente ao solo, pesadas, homogeneizadas, e retiradas duas subamostras: uma para
determinacdo do percentual de matéria seca (MS) e outra para a separacdo botanica e
estrutural (Iamina foliar, colmo mais bainha, material senescente, inflorescéncia e outras
espécies). O teor de MS foi determinado através de pesagem das amostras, antes de serem
secas em estufa de ar for¢ado, regulado a uma temperatura média de 55°C e mantidas por,
no minimo, 72 horas. Ap0s, as amostras foram pesadas sucessivas vezes sendo retiradas

quando apresentaram peso constante. Para a obtencdo do percentual de MS da forragem
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(kg de MS/ha), os valores de massa de forragem foram multiplicados pelos valores da
massa de forragem verde (kg/ha de MV).

A taxa de acumulo de matéria seca foi obtida pela alocacdo de trés gaiolas de
exclusdo de pastejo, por piquete. A técnica consiste em selecionar, para cada gaiola, dois
locais representativos da altura média do potreiro e semelhantes em densidade de massa
e de espécies dentro do quadro (0,25 m?). Uma area foi cortada e na outra foi alocada a
gaiola. O célculo da taxa de acumulo foi realizado pela diferenca entre o corte fora da
gaiola e a respectiva gaiola, alocada no periodo anterior e dividido pelo nimero de dias
do periodo.

Na determinacdo da composi¢do botanica, as amostras foram separadas da
seguinte forma: lamina foliar, colmo mais bainha, material senescente, inflorescéncia e
outras espécies. As amostras, apds a separacao botanica, foram colocadas em estufa de ar
forcado, a uma temperatura de 60°C até peso constante, e pesadas em balanca de preciséo
de 0,1 g. A cada 28 dias, em média, com amostragens ao acaso, foi medida a altura do
pasto. A leitura foi realizada, com bastdo graduado (sward stick conforme Bircham,
1981), em 50 pontos para cada 0,2 ha, sendo medido o ponto mais alto da folha, em
relacdo ao solo. A oferta foi calculada através da seguinte formula: OF = [ (Massa de
lamina foliar / nimero de dias do periodo) + Acumulo de forragem] / carga animal. Das
amostras coletadas, 2/3 da massa verde para analise bromatoldgica, e o restante foi

liofilizada para andlise de taninos.

3.5.Qualidade da pastagem

As amostras das pastagens, para analise bromatoldgica, foram coletas através de
simulacdo de pastejo (hand plucking). As amostras de capim Aruana, feijdo Guandu e
plantas ndo desejaveis, as amostras, foram moidas em moinho tipo Wiley a 1 mm.
Analisou-se os teores de MS, matéria mineral (MM) e proteina bruta (PB) (conforme
AOAC,1995), fibra em detergente neutro (FDN) (Van Soest et al., 1991), fibra em
detergente &cido (FDA) (Goering e Van Soest, 1970). Para a determinacdo dos teores de
taninos, as amostras liofilizadas foram moidas em moinho tipo Wiley a 0,5 mm. Os teores
de taninos totais (TT), condensados (TC) a partir de adaptacdo das metodologias de
Grabber et al. (2013), Makkar (2000), Porter et al. (1986) e Saura-Calixto et al. (2007),
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foram expressos em equivalente grama (eg-g) de leucocianidina / kg de MS. Para 0s
calculos foi utilizada a seguinte formula:

eq-g de Leucocianidina (L) / kg MS = {absorbancia x [10 x (volume de dilui¢éo
em mL) / (460 x peso da amostra)] / (MS, em kg)} * 10

3.6.Uso do Polietileno glicol (PEG)

Administrou-se diariamente 60g/dia de polietileno glicol (PEG) com densidade
4000 para dois cordeiros por parcela, via oral, e 0s outros dois animais receberam agua
para minimizar um possivel efeito estressante da pistola e do manejo. A dosificacdo com
PEG teve como objetivo verificar o seu efeito na emissdo de metano quando 0s animais

pastejam forrageiras com tanino.

3.7.Estimativa de producdo de metano

Para a avaliacdo da emissdo de metano utilizou-se a técnica desenvolvida por
Johnson et al. (1994) que utiliza 0 marcador hexafluoreto de enxofre (SFe). A técnica
consiste em colocar no rimen dos cordeiros uma capsula de permeacdo que libera SFe
com taxa de liberagdo conhecida previamente. Aguarda-se, entdo, 10 dias para que a
liberacdo do SFe se estabilize. A seguir, o tubo coletor, um cilindro confeccionado em ago
inoxidavel, limpo com nitrogénio e esvaziado com formacdo de vacuo, foi colocado em
uma “mochila” fixada sobre o dorso do animal com um dia de antecedéncia. Ao cilindro,
acoplou-se um regulador de ingresso confeccionado em cobre e calibrado para admitir o
ingresso de 500 milibares de amostra. A captura da amostra de metano foi realizada na
regido oronasal dos animais. A amostra foi composta por mistura de material expirado e
recrutado em um periodo de cinco dias consecutivos de avaliacdo. A captacdo do gas
emitido pelos animais foi realizada através de valvula de ingresso ligada a uma mangueira
plastica com calibre aproximado de 3 mm. Adicionalmente, trés tubos foram alocados na
area experimental para coleta de ar atmosférico (um por bloco), sendo os valores
utilizados como “brancos” para a realizacdo dos calculos (desconto do CH4 e do SFe
presentes no ambiente). Ap0s a amostragem, a pressdo no cilindro foi medida
precisamente, com medidor digital, e pressurizado com nitrogénio de alta pureza até a
pressdo de 1050 milibares (mg). Essa pressurizagdo € necessaria para a diluicdo das

amostras coletadas e sua injecdo no equipamento de andlise. Posteriormente, as
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concentragdes do CHs4 e do SFes foram determinadas por cromatografia gasosa. O
equipamento cromatografia gasosa € composto por bicos injetores acoplados a duas
valvulas automatizadas, detectores de ionizacéo de chama, para a leitura de metano, e de
captura de elétrons, para a leitura do hexafluoreto de enxofre. A curva padréo foi calibrada
utilizando-se padrGes nas seguintes concentragdes: 10; 30; 100 e 1000 pot. de SFs € 2,5;
5,0; 10 e 20 pop de CH4. Ap0s as leituras em cromatografia, as concentragdes de CHs e
SFe foram corrigidas para diluicdo. A partir da taxa conhecida de liberacdo do SFe no
ramen, e das concentragdes de CH4 e de SFe nas amostras de gas coletadas, o fluxo de
metano liberado pelo animal foi calculado em relacéo ao fluxo de SFe da seguinte forma:

QCHas = QSFs X ((CH4 - CH4B) / (SFe - SFeB) Onde: QCHj4 foi a taxa de emisséo
de metano em g/dia; QSFs é a taxa de liberacdo do SFe da capsula de permeacéo; CHs e
SFe séo as concentracdes medidas no tubo coletor (cilindro de inox); CH4B e SF¢B sédo as

concentragdes medidas no tubo coletor “branco”.

3.8.Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade para determinar os efeitos
dos tratamentos sobre as taxas de emissdo de metano por tratamento, no espago e no
tempo com o programa estatistico R Versdao 3.1.0 (© 2014 The R Foundation for
Statistical Computing). As médias foram comparadas por Tukey a 5% de probabilidade.
As variaveis avaliadas nos diferentes periodos foram consideradas como medidas
repetidas no tempo. No modelo, o efeito do bloco foi considerado como aleatério e 0s
demais efeitos, fixos. Utilizou-se o seguinte modelo estatistico:

Yijx = p + Ti+ Bj + (TB);j + Px + Si+ (TS)u+ (TP)ix + &ijjut
Onde :

Y,,k = i-ésima tratamento na j-ésimo bloco no k-ésimo periodo na I-ésimo
ij

situagdo na il -ésimo interacao tratamento x situac¢do na ik-€simo interacao tratamento x
periodo;
p = efeito médio;
T = efeito do i-ésimo tratamento (i = ARU; FG E AFG);
1
Bj = efeito do j-ésimo bloco (j = 1,2,3);

(TB)ij=erro experimental da parcela principal;
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Pk = efeito da k-ésimo periodo de avaliacao (k = 1,2,3);

S1 = efeito do 1-ésimo subparcela (1=AGUA, PEG);
(TS)i =efeito do il-ésimo interacdo tratamento x subparcela;
(TP)ik = efeito do ik-ésimo interacdo tratamento x periodo;

g = eIro experimental geral;
ij

4.Resultados

Observa-se na Tabela 1 que o teor de proteina buta (PB) foi semelhante entre os
tratamentos feijdo guandu (FG) e aruana+feijdo guandu (AFG) e somente capim Aruana
(ARU) (P = 0,1634). O tratamento ARU possui maior percentual de FDN, seguido pelo
AFG e FG, respectivamente (P=0,0078). O percentual de FDA também diferiu
estatisticamente entre os tratamentos (P=0,0263).

As médias de peso dos animais durante o periodo de avaliacdo (PESO), a emissao
pelo consumo diario (EMICONMSDIA), a emissdo pelo ganho médio (EMIGMD) e a
emissdo pelo peso vivo (EMIPV) entre os tratamentos, apresentados na Tabela 2, ndo
apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos.

A oferta de forragem disponivel em matéria seca (OF) (tabela 1), foi semelhante
entre os tratamentos de ARU e FG, mas a mistura AFG apresentou uma oferta um pouco
menor. Entretanto essa diferenca ndo afetou o consumo diério de matéria seca (P=0,7486)
e nem o consumo em percentual do peso vivo (CONSpPV) (P=0,8237), pois ndo foi
significativa a diferenca de consumo entre os diferentes tratamentos (Tabela 2).

A emissdo por consumo de matéria seca (EMICONMSDIA) ndo apresentou
diferenga significativa entre tratamentos, mesmo considerando as dosificagdes de PEG
ou agua (P=0,9235) (Tabela 2). Observa-se que em todos tratamentos os animais que
receberam polietileno glicol (PEG) ndo mostraram diferenca na emissdo de metano em
relacdo aos animais que receberam agua. Também nédo houve efeito do PEG no consumo
de matéria seca.

O teor de taninos condensados apresentaram diferenca significativa (P=0,0036)
entre os tratamentos. O tratamento FG apresentou o maior teor seguido, respectivamente,
pelo tratamento AFG e ARU. A correlagédo entre o teor de Taninos Condensados e a

Emisséo de Metano foi negativa porém, ndo foi significativa.
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5.Discusséo

A auséncia de significancia estatistica entre PESO e GMD nos permite realizar
comparagOes entre 0s animais, pois diferencas de peso e de ganhos podem propiciar
emissdes de metano em quantidades diferentes. Patino-Pifiares et al. (2003) mostraram
que a quantidade de emissdo de metano esté relacionado com o tamanho do animal e
consequentemente com seu consumo. A pequena diferenca de PESO e GMD desse estudo
foi acompanhada pela semelhanca no consumo diaria de matéria seca, reforcando a
capacidade de comparacao entre os diferentes tratamento e animais.

N&o encontrou-se efeito dos tratamentos sobre a emissdo de metano dos animais,
mesmo com o FDN apresentando-se significativamente diferente entre os tratamentos.
Essa reduzida resposta demonstra que nesse experimento a graminea e a leguminosa
tropical consumida pelos cordeiros nao foram suficientemente diferentes para gerar
diferencas na producdo e emissdo de metano. Kirchgessner et al. (1995) explicam que o
teor de proteina, por exemplo, de uma pastagem tem relativo baixo efeito na emisséo de
metano. Esses autores afirmam que a proteina é responsavel por apenas 10% da formacao
do metano. Por outro lado, as diferencas encontradas em teores de fibra, FDN, ndo foram
suficientes para que a fermentacdo de cordeiros em pastejo fosse diferente entre
leguminosa e graminea. Estudos realizados por Eckard et al. 2010 e Beauchemin et al.
2008 afirmam que plantas de metabolismo C4, plantas tropicais (com maior teor de fibras
e lignina) produzem maior quantidade de metano, enquanto leguminosas contribuem com
quantidades menores de metano (Archiméde et al., 2011).

Nesse estudo observou-se emissdes de metano de pastagens tropicais semelhantes
com as pastagens temperadas descritas por Patino-Pifiares et al. (2003). Esses autores,
utilizando Romney de aproximadamente 14 meses em pastagem de azevém perene e trevo
branco, verificaram emissdes de gases CH4 entre 35,5g/dia e 28,8g/dia. Esse resultado
mostra que as pastagens tropicais nem sempre emitem muito mais metano do que as
temperadas como se espera (Wilson 1994). Entretanto, Archiméde et al. (2011) realizando
uma meta-anélise concluiu que a diferenga na emissdo de metano entre pastagens
temperadas e tropicas é apenas de 10% a 17%. Observa-se na literatura que ha muitas
variacOes do efeito das pastagens na emissdo de metano. Waghorn et al. (2002), por
exemplo, encontrou diferengas significativas na emissdo de metano entre forrageiras

temperadas, trevo vermelho (Trifolium pratense) e Azevém perene (Lolium perene).
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Parece, entdo, que a discussdo do efeito do tipo de pastagens na producdo de gases de
efeito estufa é limitado.

A emissdo de metano por ganho médio diario representa uma boa forma de estimar
a emissdo de gases de efeito estufa pois expressa a emissao pela produtividade (Amaral
et al., 2016). Kurihara et al. (1999) demonstraram que a emissdo de metano (gCHa /kg
GMD) varia conforme o ganho médio diario e esta atrelado a eficiéncia de aumento de
peso e a qualidade da dieta. Entdo possivelmente essa seja uma das melhores formas de
comparar diferentes sistemas de producdo pois considera o quanto € emitido por quilo de
produto.

Nesse estudo, ndo houve diferenca significativa de emissdo de metano entre 0s
diferentes tipos de pastagem. Este resultado é possivelmente reflexo da pequena diferenca
em GMD e na emissao por consumo de MS por dia entre os diferentes tratamentos. De
forma semelhante ao presente estudo, Amaral et al. (2016) verificaram que as emissoes
de metano por GMD sdo menos afetadas pelo tipos de pastagem e diferentes niveis de
adubacdo nitrogenada, do que por carga animal.

O efeito do polietileno glicol ministrado aos animais parece ndo ter contribuido
para reduzir a emissdo de metano como esperado. No tratamento FG que apresentou o
maior teor de tanino, o grupo que recebeu PEG ndo diferiu do grupo que recebeu agua,
onde se esperava menor emissdo. A ndo constatacdo da contribuicdo dos taninos
condensados na reducdo da emissdo de metano, pode estar relacionada ao baixo teor de
tanino condensado presente na matéria seca. Possivelmente esse teor ndo é suficiente para
se ter um efeito positivo significativo na reducdo da emissédo de metano como em outros
estudos. Carulla et al. (2005) relataram que a alimentacdo de ovelhas com Acacia
mearnsii (extrato de erva negra) (2,5% de MS) reduziu a producdo de metano
aproximadamente em 12%. Contudo, no trabalho executado por Beauchemin et al.
(2007), utilizando extrato de quebracho com uma alta porcentagem (91%) de taninos
condensados, em até 2% da MS da dieta, ndo reduziu as emissdes de metano em novilhos.
Varios estudos relataram que o uso de forrageiras taniferas na alimentacdo de ruminantes
reduzem as emissGes de metano (Woodward et al., 2002, 2004; Pinares-Patifio et al.,
2003b; Puchala et al., 2005), mas todos esses estudos foram realizados com niveis de
tanino condensado mais elevado do que o expresso no presente trabalho. Além disso esses

autores avaliaram a emissao de metano em condi¢Ges controladas de confinamento. Isso
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também pode explicar em parte as limitadas respostas dos taninos condensados no

presente trabalho.
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6.Concluséo

A emissdo de metano de cordeiros é semelhante em pastagens tropicais de capim
Aruana (Panicum maximum cv. 1Z-5), feijdo Guandu (Cajanus cajan cv. Ando), mesmo
com diferentes caracteristicas quimicas das forragens,

Os taninos condensados presentes na forrageira feijdo guandu, ndo demonstraram

potencial para contribuir na reducao da emissao de metano por cordeiros.
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Tabela 1: Qualidade nutricional de pastagem tropical de capim aruana e feijao guandu (proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN),
fibra em detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE) e taninos condensados (TC)), a oferta média por tratamento (OF) e a relacdo folha

colmo(RFC). As amostras foram coletadas por simulacéo de pastejo, indicando a dieta dos animais.

Variaveis Tratamentos EPM P
ARU FG AFG ARU FG AFG

PB 13,798 17,8368 15,406 1,2856 1,2915 1,2856 0,1634
FDN 60,930a 46,329 53,492a 2,088 2,106 2,088 0,007
b b 1 6 1 8

FDA 31,141a 26,724 29,273a 0,830 0,835 0,830 0,026
b b 2 5 2 3

EE 2,402 2,724 2,853 0,366 0,370 0,366 0,685
1 0 1 3

TC 1,169b 12,603a 4,375b 1,421 1,444 1,421 0,003
5 2 5 6

OF(kgMS/kgPV) 5,118 5,550 3,838 0,731 0,743 0,731 0,303
8 7 8 1

RFC 0,487a 0,374b 0,320ab 0,040 0,041 0,040 0,824
6 9 6 3

EPM: Erro Padrdo da Média. ARU- somente aruana; FG- somente feijdo guandu; AFG- aruana + feijdo guandu(piquete meio

aruana e meio feijdo guandu). Letras iguais na linha ndo apresentam diferenca estatistica significativa.
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Tabela 2 : Peso do animais (PESO), ganho médio diario(GMD), consumo em percentual do peso vivo(CONSpPV), emissdo de metano por

consumo de matéria seca dia (EMICONSMSDIA), emissdo de metano pelo ganho médio diario (EMIGMD), emissao de metano pelo peso

vivo (EMIPV), e a emissdo de metano por animal por dia(EMI).

Variaveis Tratamentos P
ARU FG AFG
Agua PEG Agua PEG Agua PEG
PESO (kg) 22,33 +0,9866 24,86 +0,9866 23,38+1,0318 22,63+0,9866 23,66+0,9866 24,13 +0,9866 0,1250
GMD (9) 0,074 +0,0159 0,084 +£0,0159 0,073+0,0168 0,082+0,0159 0,072 +0,0159 0,091 +0,0159 0,9438
CONSpPV (%) 1,896 +0,1651 1,750+0,1651 1,596 +0,1735 1,573+0,1735 1540+0,1735 1,355+0,1651 0,8237
CONSMSDIA (q) 434.92 + 35,854 439,68 + 35,854 359,6 3+ 352,25 + 38,332 370.82 + 38,330 327,04 + 35,854 0.7486
38,332
EMI(g/animal dia) 27,00 £ 3,589 30,90 £3,589 26,93 +4,706 32,65 + 3,589 34,25 + 3,788 26,75+ 3,589 0,1793
EMICONSMSDIA(g) 0,081 +£0,0203 0,074 +0,0203 0,107 +£0,0229 0,091 +0,0207 0,103 +0,0212 0,088 + 00,0203 0,9235
EMIGMD(g) 0,256 + 0,1085 0,281 +0,1085 0,3432+0,1516 0,566 +0,1085 0,4432+0,1162 0,208 + 0,1085 0,1756
EMIPV(Q) 0,0012 + 0,0012 + 0,0012 + 0,00141 + 0,0014 + 0,0011 + 0,2223
0,00016 0,00016 0,00019 0,0016 0,00016 0,00016

O “+” ¢ o Erro Padrdo da Média. ARU- somente aruana; FG-somente feijdo guandu; AFG-metade do piquete aruana e metade feijdo guandu.
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Parametros bromatoldgicos de pastagens tropicais e a producao de metano

1.Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar as relagdes entre as carateristicas
quimicas de pastagens tropicais, gramineas e leguminosas, com as emissdes de metano
de cordeiros . O experimento foi desenvolvido na Estacdo Experimental da UFRGS, de
fevereiro a abril de 2015. Os tratamentos foram:1- ARU- somente capim aruana; 2- FG -
somente feijdo guandu e 3- AFG — piquete dividido, metade com capim aruana, e metade
com feijdo guandu. O delineamento experimental foi em blocos completos casualizados,
em trés repeticdes. Foram avaliados 36 cordeiros com peso inicial de 23,4 + 3,06 kg e
final de 26,1 + 3,31 kg. A técnica de avaliagdo de emissdo de metano foi medido
utilizando marcador de hexafluoreto de enxofre (SFe). Foram realizadas regressoes entre
PB, FDN, FDA, EE, EM, CHOT, CNF, NDT e TC e emissédo por animal por dia, emissao
por consumo de matéria seca por dia, emissdo pelo peso vivo e a emissdo pelo ganho
médio diario. Os resultados demonstram que a emissdo de metano por cordeiros em
pastagem de verdo de Panicum maximum cv. 1Z-15, e Cajanus Cajan cv. ando é bastante
variavel, e ndo € possivel afirmar que a maior, ou menor emissao de metano é em funcgéo
DE CARACTERISTICAS QUIMICAS das diferentes pastagens.

Palavras-chave: feijdo Guandu, taninos condensados, aruana, COmMposi¢ao

quimica
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2.Introducéo

Vaérios eventos mundiais tém sido realizados com o objetivo de discutir sobre o0s
gases prejudiciais ao meio ambiente. Varias conferéncias, Quioto, ECO,92, Rio+20 entre
outras, estabeleceram tratados com etapas visando reducdo dos gases de efeito estufa,
dentre eles 0 metano. Na tentativa de reduzir as emissdes globais de metano, a conferéncia
de Quioto, introduziu o conceito de Mecanismo de Desenvolvimento Limpo, objetivando
a reducao das emissdes de gases de efeito estufa e propiciar a sustentabilidade ambiental
(Oliveira et al., 2013).

O processo digestivo de fermentagdo entérica, inerente aos ruminantes, é uma
importante fonte de emisséo de metano. A produgdo desse gas pode variar de acordo com
o0 sistema de alimentacdo (Pedreira et al., 2005), e € responsavel por 6% a 18% de perda
da energia bruta consumida (Pedreira & Primavesi, 2006). Pouco se conhece sobre a
emissdo de metano de ovinos em pastagens tropicais. Dentro das poucas informagoes
pode-se citar Ulyatt et al. (2005) que trabalharam com quicuio em regido subtropical da
Nova Zelandia, e Hess et al.(2004) que pesquisaram o assunto utilizando feno de
Brachiaria dictyoneura de baixa qualidade juntamente com folhas de leguminosas e
frutos. Grande parte dos estudos séo realizados com bovinos (Primavesi et al., 2004;
Fontes et al., 2011) em pastagens temperadas.

Estudos mostram que o tipo de pasto tem um grande potencial de alterar a
fermentacdo ruminal e consequentemente a emissdo de metano . Essa variacdo deve-se
fundamentalmente pelas diferencas de qualidade nutricional das pastagens (Mohammed
et al., 2004). A proteina bruta ndo favorece as rotas de formacao de metano como ocorre
com a fermentacao da glicose..

A guantidade de metano emitido por fermentacdo ruminal estd relacionado ao
animal, a ingestdo de matéria seca e a digestibilidade do alimento. Todavia, ha a
possibilidade das quantidades de gas CHa produzido ser reduzido através da modificacdo
dos parametros ruminais de fermentacdo (Mohammed et al., 2004) pela alteracdo da
composicdo quimica e quantidade de pastagem. Este trabalho objetivou verificar a

possivel influéncia de alguns componentes quimicos da pastagem na emissao de metano.
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3.Material e Métodos

3.1. Animais, tratamentos e delineamento experimental

O trabalho foi conduzido na Estacdo Experimental Agrondmica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, RS (EEA-UFRGS), latitude 30° 7° 21,25” S e longitude
51°7 47,64 W em 2015 e latitude 30* 7° 21”’S e longitude 51° 40’ 60”W em 2016, no
ano de 2015. O experimento ocupou uma area total de 1,8 hectares, subdividida em
parcelas de 0,2 hectares. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica e Experimentagdo Animal da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (Protocolo n° 21121).

3.2.Animais

Foram avaliados, em média, quatro cordeiros machos e castrados (animais testes)
com idade entre 3 e 4 meses e peso inicial de 22,2 + 0,58 kg e 26,6 kg ao término do
experimento. Utilizou-se trés cordeiros testes nas parcelas com pastagem de Panicum
maximum 1Z-5 (ARU) e no Cajanus cajan cv. anao , e seis cordeiros na parcela com as
duas espécies forrageiras (Panicum maximum 1Z-5 (ARU) e Cajanus cajan cv. anao.

Agua e suplementacio mineral foram disponibilizados a vontade.

3.3.Tratamentos e delineamento

Os tratamentos foram distribuidos em um delineamento de blocos completos
casualizados, com trés repeticGes. O bloqueamento foi devido a fertilidade de solo e
condigdo topogréfica (area plana e area ligeiramente declivosa, uma area no topo e outra
na baixada). Realizou-se duas avaliacdes, a primeira em 08 a 14 de marco de 2015 e de
12 a 17 de abril de 2015 nos seguintes tratamentos: 1) capim aruana (Panicum maximum
cv. 1Z-5) (ARU); 2) feijdo guandu (Cajanus cajan) (FG) e 3) capim aruana (Panicum
maximum cv. 1Z-5) + feijdo guandu (Cajanus cajan) (AFG). A massa de forragem (MF)
e altura da pastagem foram determinadas no inicio do experimento - entrada dos animais
- e a cada 28 dias. Para a determinacao da altura das forrageiras, em cada parcela. Foram
avaliados 50 pontos com bastéo graduado de 200 cm (sward stick), conforme Bircham
(1981).

A avaliacdo da massa de forragem foi realizada com o auxilio de um quadro com
0,25 m2 para delimitar a &rea de avaliacdo, totalizando seis pontos amostrais por piquete,
trés na altura média da pastagem e trés pontos aleatdrios. As amostras foram cortadas

rente ao solo, pesadas, homogeneizadas, e retiradas duas subamostras, uma para
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determinacdo do percentual de matéria seca (MS) e outra para a separacdo boténica e
estrutural (Iamina foliar, colmo mais bainha, material senescente, inflorescéncia e outras
especies). O teor de MS foi determinado através de pesagem das amostras, antes de serem
secas em estufa de ar for¢ado regulado a uma temperatura média de 55°C e mantidas por,
no minimo, 72 horas. Apos, foram pesadas sucessivas vezes sendo retiradas quando
apresentaram peso constante. Para a obtencdo do percentual de MS da forragem (kg de
MS/ha) os valores de massa de forragem foram multiplicados pelos valores da massa de
forragem verde (kg/ha de MV).

Administrou-se diariamente 60g/dia de polietileno glicol (PEG) com densidade
4000 para dois cordeiros por parcela, via oral, e 0s outros dois animais receberam agua
para minimizar o possivel efeito estressante da pistola e do manejo. A dosificacdo com
PEG teve como objetivo a reducdo do efeito do tanino nas pastagens para a determinacao
real do efeito desse composto na emissdo de metano. Segundo Makkar (2003), os taninos
condensados (bioativos presentes no feijdo guandu) sdo inativados quando em presenca
de PEG.

3.4. Estimativa de producao de metano

Para a avaliagdo de metano utilizou-se a técnica desenvolvida por Johnson et al.
(1994) que utiliza o marcador hexafluoreto de enxofre (SFe). A técnica consiste em
colocar no rimen dos cordeiros, a serem avaliados, uma capsula de permeacéo, que libera
SFe com taxa de liberacdo conhecida previamente. Aguarda-se 10 dias para que a
liberacdo do SF6 se estabilize. A seguir, o tubo coletor, um cilindro, confeccionado em
aco inoxidavel, limpo com nitrogénio e esvaziado com formacao de vacuo, foi colocado
em uma “mochila” fixada sobre o dorso do animal com um dia de antecedéncia. Ao
cilindro, acoplou-se um regulador de ingresso confeccionado em cobre e calibrado para
admitir o ingresso de 500 milibares de amostra. A captura da amostra foi realizada na
regido oronasal dos animais composta por mistura de material expirado e recrutado em
um periodo de cinco dias consecutivos de avaliacdo. A captacdo do gas emitido pelos
animais foi realizada através de valvula de ingresso ligada a uma mangueira plastica com
calibre aproximado de 3mm. Adicionalmente, trés tubos foram alocados na area
experimental para coleta de ar atmosférico (um por bloco), sendo os valores utilizados
como “brancos” para a realizagdo dos calculos (desconto do CH4 e do SFe presentes no
ambiente). ApOs a amostragem, a pressdo no cilindro foi medida precisamente, com

medidor digital, e pressurizado com nitrogénio de alta pureza até a pressdao de 1050
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milibares (mg). Essa pressurizacdo é necessaria para a diluicdo das amostras coletadas e
sua injecdo no equipamento de analise. Posteriormente, as concentragdes do CHa e do SFe
foram determinadas por cromatografia gasosa. O equipamento é composto por bicos
injetores acoplados a duas valvulas automatizadas, detectores de ionizacdo de chama,
para a leitura de metano, e de captura de elétrons, para a leitura do hexafluoreto de
enxofre. As analises de concentracdo de gases foram feitas pelos técnicos do Laboratorio
de Biogeoquimica Ambiental do Departamento de solos da UFRGS.

A curva padréo foi calibrada utilizando-se padrdes nas seguintes concentracdes:
10; 30; 100 e 1000 pot. de SFes e 2,5; 5,0; 10 e 20 pop de CHa. Apos as leituras em
cromatografia, as concentracdes de CH4 e SFs foram corrigidas para dilui¢éo. A partir da
taxa conhecida de liberagdo do SFe no rimen, e das concentracdes de CH4 e de SFe nas
amostras de gas coletadas, o fluxo de metano liberado pelo animal foi calculado em
relagdo ao fluxo de SFe da seguinte forma:

QCHas = QSFes X ((CH4 - CH4B) / (SFe - SFeB) Onde: QCHj4 foi a taxa de emisséo
de metano em g/dia; QSFs é a taxa de liberacdo do SFe da capsula de permeacdo; CHs e
SFe séo as concentracdes medidas no tubo coletor (cilindro de inox); CH4B e SF¢B sédo as

concentragdes medidas no tubo coletor “branco”.

3.5.Avaliacdo da pastagem

A taxa de acimulo de matéria seca foi obtida pela alocacdo de trés gaiolas de
exclusédo de pastejo, por piquete. A técnica consiste em selecionar, para cada gaiola, dois
locais representativos da altura média do potreiro e semelhantes em densidade de massa
e de espécies dentro do quadro (0,25 m?). Uma area foi cortada e na outra foi alocada a
gaiola. O célculo da taxa de acumulo foi realizado pela diferenca entre o corte fora da
gaiola e a respectiva gaiola, alocada no periodo anterior e dividido pelo numero de dias
do periodo.

A avaliacdo da massa de forragem foi realizada através de seis pontos amostrais
por piquete, trés na altura média da pastagem e trés pontos aleatdrios. As amostras foram
cortadas rente ao solo, pesadas, homogeneizadas, e subdivididas em duas amostras, sendo
uma para determinacdo do percentual de matéria seca (MS) e outra para separacao
boténica e estrutural.

Na determinacdo da composicdo boténica, as amostras foram separadas da
seguinte forma: lamina foliar, colmo mais bainha, material senescente, inflorescéncia e

outras especies. As amostras, apos a separacao botanica, foram colocadas em estufa de ar
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forcado, a uma temperatura de 60°C até peso constante, e pesadas em balancga de precisao
de 0,1 g. A cada 28 dias, em média, com amostragens ao acaso, foi medida a altura do
pasto. A leitura foi realizada, com bastdo graduado (sward stick conforme Bircham,
1981), em 50 pontos para cada 0,2 ha, sendo medido o ponto mais alto da folha, em
relacdo ao solo. A oferta foi calculada através da seguinte formula: OF = [ (Massa de
lamina foliar / nimero de dias do periodo) + Acumulo de forragem] / carga animal. Das
amostras coletadas, 2/3 da massa verde foi seca em estufa de circulacdo forcada de ar a
55 °C por no minimo 72 h, até atingirem pesos constantes, para realizacdo de analise

bromatoldgica, e o restante foi liofilizada para analise de taninos.

3.6.Qualidade da pastagem

Para a analise bromatoldgica das amostras de capim Aruana, feijao Guandu e
plantas ndo desejaveis, as amostras, foram moidas em moinho tipo Wiley a 1 mm.
Analisou-se os teores de MS, matéria mineral (MM) e proteina bruta (PB) (conforme
AOAC,1995), extrato etéreo (EE) (Silva e Queiroz, 2002), fibra em detergente neutro
(FDN) (Van Soest et al., 1991), fibra em detergente acido (FDA) (Goering e Van Soest,
1970). Os carboidratos totais (CHOT) e nutrientes digestiveis totais (NDT) foram
calculados conforme a equacdo descrita por Sniffen et al. (1992). Os carboidratos néo
fibrosos (CNF) foram calculados pela diferenca entre CHOT e FDN. Para a determinacéo
dos teores de taninos, as amostras liofilizadas foram moidas em moinho tipo Wiley a 0,5
mm. Os teores de taninos totais (TT), hidrolisaveis (TH), condensados (TC), condensados
extraiveis (EPA) e condensados ndo extraiveis (NEPA), a partir de adaptacdo das
metodologias de Grabber et al. (2013), Makkar (2000), Porter et al. (1986) e Saura-
Calixto et al. (2007), foram expressos em equivalente grama (eq-g) de leucocianidina /
kg de MS. Para os calculos foi utilizada a seguinte férmula:

eq-g de Leucocianidina (L) / kg MS = {absorbancia x [10 x (volume de diluicéo
em mL) / (460 x peso da amostra)] / (MS, em kg)} * 10

3.7.Avaliacdo dos Animais

Ganho de peso e escore da condicéo corporal dos animais

Os animais foram pesados, com jejum prévio de sélidos de 12 horas. As pesagens
foram realizadas no inicio do experimento e a cada 28 dias até a conclusdo do

experimento. Na ocasido das pesagens, foi avaliado o Escore de Condicgédo Corporal dos
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animais, através da técnica descrita por Russel (1991) e modificada por Thompson &
Meyer (1994).

3.8. Consumo e digestibilidade

O consumo de MS total (CTMS) foi estimada a partir da producgdo fecal diaria
(PF). A coleta total diaria de fezes foi realizada por bolsa coletora durante cinco dias. As
fezes coletadas diariamente eram pesadas e retirada uma aliquota de 20% que
posteriormente foram homogeneizadas para formar uma amostra composta por animal no
periodo dos cinco dias. A CTMS foi estimada pela equacéo:

CTMS =PF/ (1 - DMS) Onde, DMS = digestibilidade da MS.

A DMS foi estimada a partir do método in situ da porcdo de FDNi. As amostras
de capim aruana, feijdo Guandu, plantas ndo desejaveis e fezes (uma amostra composta
por piquete) foram incubadas por 144 h em ovinos machos fistulados no ramen,
metodologia adaptada de Detmann et al. (2004) e Kozloski et al. (2009). Os animais
pertencem ao Departamento de Zootecnia da UFRGS e foram alimentados com feno de
alfafa e milho moido durante todo periodo de avaliacéo:

DMS = 1- (FDNi alimento / FDNi fezes)

Coeficiente de digestibilidade = [(nutriente ingerido — nutriente excretado) /

nutriente ingerido ] * 100

3.9.Andlise Estatistica

Foi realizada anélise de regressdao com o programa EXCELL(Windows 10) entre
proteina bruta(PB), fibra em detergente neutro(FDN), fibra em detergente acido(FDA),
extrato etéreo (EE), energia metabolizavel(EM), carboidratos totais(CHOT), carboidratos
ndo fibrosos(CNF), nutrientes digestiveis totais(NDT) e taninos condensados(TC) e
emissdo de metano(EMI), emissdo de metano por consumo de matéria
seca(EMICONMSDIA), emissdo de metano por peso Vivo(EMIPV) e a emissdo de
metano por ganho médio diario(EMIGMD).
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4.Resultados

As relagfes entre a composi¢do quimica das pastagens de influéncia nutricional
se mostraram bastante variaveis na resposta da emissdo de metano. Os resultados
demonstraram que ndo hd uma relacdo direta entre as caracteristicas bioguimicas do
alimento e a emissdo de metano. Essa desassociagdo entre a emissdo de metano e a
composicdo quimica da pastagem foi constatada tanto quando relacionou-se a emissdo
por animal(EMI), emissdo por quilograma de matéria seca ingerida (EMICONMSDIA).
Entretanto algumas tendéncias de aumento ou de reducdo da emissdo de metano foi
observada conforme a variagdo das diferentes caracteristicas bioquimicas da pastagem.

Com o aumento do teor de proteina bruta (PB), figura 1, ha uma tendéncia de
reducdo da emissdo de metano por animal(EMI), por kg de matéria
seca(EMICONMSDIA) ingerida e também na EMIPV porém nao hd nem aumento, nem
reducdo da emissdo de metano se considerarmos a emissdo de metano por ganho médio
diario(EMIGMD). Também observou-se que, contrariamente ao que ocorre com a PB , a
EMIPV e a EMICONMS aumenta a medida que o teor de FDN aumenta, mas ndo ha
influéncia na resposta paraa EMIGMD, figura 2.

N&o foi observado relagdo direta do FDA com a EMI, nem com a
EMICONMSDIA e tampouco com o0 EMIPV E EMIGMD figura 3,.

O EE, a medida que seu teor aumenta na MS, a EMI tende a reduzir, assim como
a EMICONMSDIA e a EMIPV e parece ndo interferir na EMIGMD, figura 4.

O aumento do quantidade de energia metabolizavel (EM) também parece
contribuir para que a emissao de metano reduza. A contribuigdo positiva para diminuir a
formacdo do gas metano também é observado na figura 5, quanto as EMICONMSDIA,
EMIPV e EMIGMD.

Quanto aos carboidratos totais (CHOT), figura 6, apresentam uma tendéncia
positiva para 0 aumento das emissdes de metano pelos ruminantes. Assim como também
os carboidratos ndo fibrosos(CNF), figura 7, tenderam a contribuir positivamente para o
aumento das EMI, EMICONMSDIA, EMIPV e EMIGMD.

Os nutrientes digestiveis totais (NDT), figura 8, favoreceu negativamente a EMI,
EMICONMSDIA, EMIPV e a EMIGMD.

Os taninos condensados(TC), figura 9, demonstraram contribuir para a reducéo da

emissao de metano.
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5.Discusséo

As variacOes observadas nos dados de EMI, EMICONMSDIA, EMIPV E
EMIGMD possivelmente sdo decorrentes da variacdo entre 0s animais. Lassey et al.
(1997) explicam que 85% da variacdo na producdo diaria de CH4 (g/dia) de ovinos em
pastejo é devido a variacdo entre individuos, e somente 13% ¢é devido as diferencas na
ingestdo de matéria seca (MS). Porém, Ulyatt et al. (1999) relatam outros fatores de
variacdo na medicdo de metano, tais como os que sédo afetados pelo equipamento utilizado
(geometria de entrada do bico em relacdo ao nariz do animal); as condi¢cdes ambientais;
0s danos mecéanicos na linha de coleta causando bloqueio total ou parcial e o erro do
operador.

Quanto a fracdo proteina bruta(PB), sofrem fermentacdo no rdmen com a
consequente geracdo de gas CHas , contudo alteragbes na concentracdo de H nédo
favorecem rotas alternativas de produgdo de metano como ocorre na fermentacdo da
glicose. Por isso, variagdes no ambiente ruminal que possam favorecer a metanogénese e
a concentracao de Hz ndo terdo grande efeito sobre a producao de Hz e metano a partir da
fermentacdo de proteinas, como ocorrera com a fermentacdo de carboidratos (Janssen,
2010). Também segundo Kirchgessner et al. (1995), o impacto da fracdo bruta do
nutriente proteina sobre a producdo de metano, é de 10%. No interior da célula, os
aminoéacidos e monossacarideos podem ser utilizados na sintese de proteinas microbianas
ou, quando degradados produzir ATPs e nucleotideos reduzidos que sdo utilizados no
processo de sintese de &cidos graxos volateis(Kozloski 2009).

O teor de fibra indigestivel em detergente neutro (FDN) demonstra tendéncia de
aumento da emissdo de metano com o aumento dos teores deste componente. De acordo
com Beever (1993), pode-se esperar menor producdo de CHs em baixa concentracdo de
FDN.

O FDA possivelmente ndo interfere nas emissdes de metano pois, a fibra insoltvel
em detergente acido compreende a por¢do menos digestivel da parede celular(celulose e
lignina (Van Soest et al., 1991). A lignina é uma fracdo que ndo sofre degradacéo por
bactérias ruminais e a celulose apresenta baixo potencial de degradacdo (Buxton &
Brasche, 1991) por isso, parece ndo influenciar na producdo de metano
significativamente.

Com o0 aumento do teor de EE, a producdo de metano tende a reduzir pois, a
atividade das Archaeas metanogénicas reduzem sua atividade devido a presenca de &cidos

graxos de cadeia meédia (Machmuller et al., 2003). A inatividade das bactérias
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celuloliticas (Nagajara et al., 1997) e protozoarios (Doreau & Ferlay, 1995) é devido ao
efeito toxico dos acidos graxos poli-insaturados. Ocorre também uma reducdo da matéria
organica fermentavel no ramen, pois os lipideos ndo sdo fonte energética para esses
microorganismos, gerando uma menor producéo de metano.

A energia metabolizavel demonstrou uma tendéncia em contribuir com a redugéo
da emissdo de metano. Sabe-se que o aumento da densidade energética da dieta estimula
a producéo de propionato reduzindo a participacdo do butirato e do acetato no rimen, ndo
formando assim, gas metano e maior ganho de peso de animais possibilita o abate em
idade mais precoce, reduzindo as emissdes de metano durante a vida do animal (FONTES
etal., 2011).

Os carboidratos totais(CHOT) tenderam a contribuir positivamente para o
aumento da producdo de metano pois, sua degradacao requer a a¢do de microorganismo
celuloliticos, que produzem acetato. Segundo Beever (1993), pode-se esperar menor
producdo de CHg4 para forragens com elevado teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF)
composta por amidos e acucares que promovem uma reducdo da relacdo
acetato/propionato (Van Soest, 1994). Na figura.6 a linha é ascendente, pois
possivelmente tem efeito na alteragcBes na microbiota ruminal e na composicéo fisico-
quimico do ambiente do rimen baixando a relagao acetato/propionato.

Como era de esperar o teor de NDT neste trabalho demonstrou contribuir
negativamente na producdo de metano. Provavelmente isto ocorreu porque 0s nutrientes
digestiveis totais envolve a por¢do digestivel das fragdes do alimento e a porcao digestivel
reduz a relacdo acetato/propionato. O aumento dos teores de proteina bruta (PB), extrato
etéreo (EE) e reducdo da fibra insollvel em detergente neutro (FDN) permitem uma
elevacdo de conteddo NDT, possibilitando uma maior ingestdo de forragem e menor
emissdo de metano por quilograma de matéria seca (MS) ingerida (HART et al., 2009).

Neste experimento também os taninos condensados, figura 8, tiveram sua
contribuicdo para a reducdo do gas CHa. Os taninos explicam 20% da reducdo EMI e da
EMIPV, 30% da EMICONMSDIA. Na EMIGMD, é praticamente imperceptivel a
influéncia dos taninos condensados provavelmente devido ao baixo GMD. Diversos
estudos tém demonstrado que os taninos condensados tem efeito positivo na reducdo da
emissdo de metano por ruminantes (Puchala et al., 2005; Woodward et al., 2002).
Entretanto, alguns trabalhos demonstram que em leguminosas tropicais com niveis em

torno de 1% de tanino condensado na matéria seca, essa resposta é bastante variavel.
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6.Concluséo

A emissdo de metano por cordeiros em pastagem de verdo de Panicum maximum
cv. 1Z-15, e Cajanus cajan cv. Ando é bastante variavel.. Nao é possivel afirmar que a
maior ou menor emissao de metano ¢ funcgéo das carateristicas quimicas das pastagens e

da presenca ou néo de taninos condensados.
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Figura 1: Proteina bruta (PB) (%MS) X Emissdo de metano (g/animal dia); emissdo por

consumo de matéria seca dia(EMICONMSDIA)(g); emissdo por
Vivo(EMIPV)(g/kg) e emisséo pelo ganho médio diario (EMIGMD)(g/g).

peso
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Figura 2: Fibra em detergente neutro(FDN) (%MS) X Emissdo de metano
(g/animal dia); emisséo por consumo de matéria seca dia(EMICONMSDIA)(Q);
emissao por peso Vivo(EMIPV)(g/kg) e emissdao pelo ganho médio diario
(EMIGMD)(g/9).
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Figura 7: Carboidratos ndo fibrosos(CNF) (%MS) X Emissdo de metano (g/animal dia);
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Figura 8: Nutrientes digestiveis totais (NDT)(%MS) X Emissao de metano (g/animal dia);
emissdo por consumo de matéria seca dia(EMICONMSDIA)(g); emissdo por peso
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Figura 9: Taninos condensado totais (TC)(%MS) X Emissédo de metano (g/animal dia);
emissdo por consumo de matéria seca dia(EMICONMSDIA)(g); emissdo por peso
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a emissdo de metano por
cordeiros em pastejo, consumindo capim Aruana (Panicum maximum cv. 1Z-5) e
feijdo Guandu (Cajanus cajan cv. Ando) e a possivel influéncia dos taninos
condensados. Alguns trabalhos relatam a contribuicdo dos taninos na reducao
da emissdo de metano. Porém, outros ndo observaram efeito dos taninos
condensados sobre a reducédo das emissdes de metano. Possivelmente, se os
animais tivessem tido a oportunidade de ter acesso aos legumes e flores das
plantas de leguimnosas mais facilmente, controlando-se a altura das plantas, em
no maximo, 1 metro, provavelmente teriamos um percentual maior de resposta;
isto ndo ocorreu porque as plantas de feijdo guandu atingiram alturas de mais de
2 metros dificultando o0 acesso aos mesmos. A estratégia utilizada pelos animais
para consumir o dossel do feijdo guandu ndo foi desenvolvida por todos os
animais, apenas 0s maiores conseguiam baixar as plantas e consumi-las.

A nossa pesquisa gerou mais questionamentos sobre se sera
somente o tanino que interfere na emissdo de metano? Ou sera influenciada por
uma associacdo de compostos fendlicos? Em qual propor¢cdo? Em quais
condicbes ambientais e de solo? Mais pesquisas visando preencher essas
lacunas de conhecimento sdo importantes pois informac¢des mais precisas
sobre o comportamento dos compostos quimicos das pastagens sobre a
emissdo de metano contribuird mais eficientemente para a reducédo de perdas
ambientais e produtivas com o metano.
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more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' {more information). Permitted third party reuse of open access articles
is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involement then this should
be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply
with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the Open
Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.

After acceptance, open access papers will be published under a noncommercial license. For authors
requiring a commercial CC BY license, you can apply after your manuscript is accepted for publication.

Open access
This journal offers authors a choice in publishing their research:
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Subscription

» Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups throwgh
our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

Open access

« Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

« Anopen access publication fee is payable by authors or ontheir behalf, e.q. by their research funder
orinstitution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
crteria and acceptance standards.

For cpen access articles, permitted third party (rejuse is defined by the following Creative Commaons
user licenses:

Creative Commons Attribution-fNonCommercial-NoDenvs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3000, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https: //www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
areen open access options available. We recommend authors see our green open access page for
further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public
access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has been
accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during
submission, peer review and in editor-author communications, Embargo period: For subscription
articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers
before an article becomes freely available to the public. This is the embargo peried and it begins from
the date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support eady and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Leam" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feelfree to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease,

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission

Qur online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and upleading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are reguired to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Submit your article

Please submit your article via http://ees elseviercom/livscif

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site, Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.
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PREPARATION

Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is fimal, More
information on types of peer review.

Article structure

Manuscripts should have numbered lines, with wide margins and double spacing throughout, i.e.
also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript, including the title page,
references, tables, etc., should be numbered. However, in the text no reference should be made to
page numbers; if necessary, one may refer to sections. Avold excessive usage of italics to emphasise
part of the text.

Manuscripts in general should be organised in the following order:
+ Title should be clear, descriptive and not too long

» Abstract

« Keywords (indexing terms)

+ Introduction

+ Material studied, area descriptions, methods, techniques

* Results

» Discussion

+ Conclusion

* Acknowledgment and any additional information concerming research grants, and so on
* References

# Figure captions

+ Figures (separate file(s))

» Tables (separate file(s))

Pdf-files for text and tables cannot be used for production purposes. You are kindly requested to
upload the text pages and references as a word processor file (Word, Wordperfect, Open Office, rtf).
Line numbers are mandatory for the text file. The tables can be part of this file or can be uploaded as
one or more separate files, Tables can also be uploaded as separate spreadsheet files. Line numbers
are not needed on pages with tables or figures.

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. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. 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 auther. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are 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.
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The abstract should not be longer than 400 words.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article ina concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 = 1328 pixels (h = w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 =
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF ar MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's [llustration Services to ensure the best presentation of theirimages
and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this joumnal. 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
onlineg submission system. Flease use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on
our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avolding 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.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xox, yyyyl;
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa).

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is frem a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other quantities are mentioned, give theirequivalent in SI. You are urged to consult ILE: Biochemical
Momenclature and Related Documents for further information.

Authors and Editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomendature, the International
Code of Nomendature of Bacteria, and the Intemational Code of Zoological Nomenciature.

All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific names
when the English term Is first used, with the exception of common domestic animals. All biocides
and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first used in the text.
Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

Math formuize

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (f) 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).

Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. Ingeneral only equations
explicitly referred to in the text need be numbered.
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The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often momre
conveniently denoted by exp.

Levels of statistical significance which can be mentioned without further explanation are F
0.05,P< 0.01 and " "P< 0.001.
In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.qg. ca’t , notasCa*t,

Isotope numbers should precede the symbols, e.g. 18,

The repeated writing of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably possible;
instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be made in the case of
a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being described as the end
product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P;0g).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list 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.

+ UUse a logical naming convention for your artwork files.

+ Provide captions to illustrations separately.

# Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

+ Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is avallable.

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 s
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats [(note the resclution
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 dpl.

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;

s Supply files that are too low in resclution;

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EFS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resclution. 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 online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these llustratiors
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. Pleaze
indicate your preference for color in prnt oF onling only. Further information on the preparation of
electronic artwork.
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Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References
References concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited in the
reference list but may be mentioned in the text.

Data references

This journal encourages you to cite underlying orF relevant datasets in your manuscrpt by cting them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as Endiote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and biblioaraphies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this jourmnal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
lirk:

http: /fopen. mendeley.com/use -citation-styleflivestock-science

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

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 year 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 chronclogically 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, )., Hanraads, 1.A.)., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. 1. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Ir., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Lonaman, Mew York.

Reference to a chapter in an edited boolk:

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.,
Reference to a wehsite:

Cancer Research UK, 1975, Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport) (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, 5., Saito, 5., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwWj9Bnh39r1.
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Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your sclentific
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 file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. 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 detalled instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
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 AudicSlides 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. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage
more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data
visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary materal such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received [ Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary materal during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the "Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published wersion.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of ohservations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
Lhese ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositores to link articles on SclenceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link

your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.
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For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: oo (e.g. TAIR: ATIG01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. Before submitting your article, you can deposit
the relevant datasets to Mendeley Data. Please include the DOI of the deposited dataset(s) in your
main manuscript file. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your
published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data staternent

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of yvour funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs anline. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given In the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subseguent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Offprinis

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on Sciencelirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any
time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open access do
not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch,

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

0 Copyright 2018 Elsevier | https: [fwww.elseviercom
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