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RESUMO

VIEIRA, Edvaldo Alves. Metodologias alternativas para fenotipagem de alto desempenho
para temperatura core e CHs em bovinos leiteiros. Itapetinga, BA: UESB, 2020. 59p. Tese.
(Doutorado em Zootecnia, Area de Concentragdo em Producio de Ruminantes).*

A afericdo da temperatura core e a mensuracdo da emissdo de metano entérico em
bovinos leiteiros de forma automatizada e continua, com baixo custo e em larga escala,
ainda é um desafio a ser solucionado. Podem gerar variaveis de importancia ambiental
(pegada de carbono e de adaptacdo dos animais aos extremos climaticos), fisioldgicas,
metabdlicas e de bem-estar animal. A crescente disponibilidade de sensores e tecnologias
é uma oportunidade para a fenotipagem de alto desempenho para essas caracteristicas. A
tese foi estruturada em dois experimentos: i) Foi avaliado o melhor local de implante de
microchip com sensor de temperatura com base na acuracia e precisdo de modelos,
considerando ou ndo variaveis climaticas para predizer a temperatura core em bezerros
leiteiros lactentes. Foram utilizados 19 bezerros Holandés x Gir (32.2 + 5.2kg de peso
Vivo ao nascimento) e o implante dos microchips foi realizado no quarto dia de vida na
base da orelha, prega caudal e umbilical (implantes subcutaneos), tabua do pescoc¢o
(musculo cleido-ociptal) e parte interna da coxa (musculo gracilis), implantes
intramusculares. A temperatura retal (TR) aferida com term6metro clinico digital foi
utilizada como método referéncia de temperatura core. A temperatura do ar (TA),
umidade relativa (UR) e o indice de temperatura e umidade (ITU) foram avaliados no
mesmo momento da aferi¢cdo da temperatura retal e da obtencdo dos dados gerados pelo
microchip, do dia do implante até os 60 dias de idade dos animais. A amplitude de
variacdo da temperatura do ar foi de 7.6 a 34.4°C, a de umidade relativa do ar foi de 17,5
a99,0% e 0 ITU de 50.6 a 91.52. As médias de TR e as obtidas pelos sensores no pescoco,
cauda, coxa e umbigo foram 38,7; 36,9; 38,0; 37,0 e 37,8°C respectivamente. As
temperaturas obtidas no pescoc¢o e na coxa (intramusculares) foram as mais proximas da
temperatura retal; ja as correlagbes com a TR retal foram 0,56, 0,60, 0,60, 0,53 e 0,48
respectivamente. A tabua do pescoco e prega caudal foram os locais de implante do
microchip que apresentaram melhor correlagdo. A predicdo da TR apresentou preciséo
moderada (rc = 0,49 a 0,60) e elevada acuracia (cb = 0,79 a 0,88), sem a utilizacdo dos
dados climaticos e ITU como variaveis preditivas. A inclusdo dos dados climaticos e de
ITU como variaveis preditivas aumentou a precisdo em 21,3%, a acuracia em 10,2% e
reduziu o erro medio absoluto em 23%. Os coeficientes de correlacdo e concordancia e
erro medio absoluto de predicéo para a base da cauda e pesco¢o foram 0,68 e 0,67 e 0,29
e 0,28°C respectivamente. Os locais mais apropriados de implante dos microchips para o



monitoramento da temperatura core de bezerros lactentes foram a tabua do pescoco e a
prega caudal. Recomenda-se a utilizag&o da temperatura do ar, da umidade relativa ou do
ITU como variavel preditiva nos modelos de predi¢cdo de temperatura core em bezerros
lactentes. ii) No segundo estudo, o objetivo foi: i) comparar as mensuragdes pela camara
respirométrica (CR) 20h., de avaliacdo com a mascara facial (MF) quatro horas apés a
alimentacdo; ii) avaliar o potencial de utilizacdo das subamostragens na CR (240, 260,
640, 660 e 680min. apds a alimentacdo) para encontrar o horario mais apropriado para
avaliacdo com a MF. Dados de emissdo de CH4 de 109 vacas leiteiras (551.3 £150 kg)
foram obtidos por camara respirométrica (método referéncia) e mascara facial (método
alternativo). Para comparar as duas técnicas, foram usados dados de CMS (consumo de
matéria seca), producdo diaria de CH4, rendimento e intensidade de CHa. Os valores de
emissdo de CH4 obtidos por coleta spot foram extrapolados para 24 horas e em seguida
comparados com a producéo total diaria obtida na cAmara. As medias obtidas entre as
duas técnicas para produgédo de CHa, rendimento e intensidade de CH4 foram semelhantes
(P>0,05). Foram observadas diferencas para o CMS. Os modelos de predicdo
apresentaram coeficiente de determinacdo (R?) e o coeficiente de correlagio e
concordancia (CCC) de 0.20 e 0.45 respectivamente. Como a eficiéncia preditiva entre as
técnicas da CR e a MF foi baixa, foi realizado estudo com as subamostragens na CR para
encontrar um horario mais adequado para avaliacdo na MF. Correlacfes foram altas e
positivas (p> 0.82) entre os valores obtidos por extrapolagdo das subamostragens ¢ a
avaliacdo tradicional por CR. As subamostragens aos 240, 260, 640, 660 e 680min. apo6s
a alimentacdo apresentaram potencial para serem testadas. N&o foram observadas
diferengas entre a producdo de CHa, rendimento e intensidade de CH4 entre a CR e o0s
pontos da subamostragem da CR (P>0,05). Os valores de R? variaram de 0.35 a 0.67. O
CCC para as subamostragens da CR foram de 0.58, 0.59, 0.79, 0.80. A predi¢do usando
MF quatro horas apds a alimentacao apresentou baixa acuracia e precisdo. Os horarios
mais promissores para avaliagdes de curta duracdo com maéscara facial sdo 340 a 680 min.
apos a alimentacdo matinal. Novos estudos devem ser realizados adotando esses tempos
de subamostragem para que seja avaliada a capacidade da técnica para fenotipagem de
alto desempenho.

Palavras-chave: temperatura corporal, pecuaria de precisdo, sensores, termdmetro wireless
implantavel, mudanca climética

* Orientador: Luiz Gustavo Ribeiro Pereira, D Sc. UESB/Embrapa e Co-orientadores: Fernanda
Samarini Machado e Thierry Ribeiro Tomich, DSc.
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ABSTRACT

VIEIRA, Edvaldo Alves. Alternative methodologies for high-throughput phenotyping for
core temperature and CHjy in dairy cattle. Itapetinga, BA: UESB, 2020. 59p. Thesis. (PhD in
Animal Science — Ruminant Production).*.

High-throughput phenotyping is defined as a method to determine the characterization of
phenotypes quickly and automatically, generating significant volumes of data. It involves
the use of methodologies for collecting information based on the data obtained on the
property. Among the various techniques currently used in high-performance phenotyping,
two of them help to optimize information. These techniques make it possible to monitor
the growth and development of calves in terms of physiological status by controlling body
temperature, as well as in adults animals, by monitoring the gases produced. This study
aims evaluate the best microchip implant site with a temperature sensor and the accuracy
and precision of this device for monitoring core temperature in lactating dairy calves.
Nineteen Holstein x Gir calves (32.2 £ 5.2 kg live weight at birth) were used and the
microchips were implanted on the fourth day of life at the base of the ear, caudal and
umbilical fold (subcutaneous implants), neck (cleido-ociptal muscle) and thigh (gracilis
muscle), intramuscular implants. The rectal temperature (RT) measured with a digital
clinical thermometer was used as a core temperature reference method. Air temperature
(AT), relative humidity (RH) and the temperature and humidity index (THI) were
evaluated at the same time as the rectal temperature was measured and the data generated
by the microchip of the implant day until 60 days old were obtained of the animals. The
range of variation of the air temperature was 7.6 to 34.4°C, the relative humidity of the
air was 17.5 to 99.0% and the ITU 50.6 to 91.52. The RT means and those obtained by
the sensors in the neck, tail, thigh and navel were 38.7; 36.9; 38.0; 37.0 and 37.8°C
respectively. The temperatures obtained in the neck and thigh (intramuscular) were the
closest to the rectal temperature, whereas the correlations with the rectal TR were 0.56,
0.60, 0.60, 0.53 and 0.48, respectively. The neck board and caudal fold were the
microchip implant sites that showed the best correlation. The prediction of RT showed
moderate precision (rc = 0.49 to 0.60) and high accuracy (cb = 0.79 to 0.88) without the
use of climatic data and UTI as predictive variables. The inclusion of climatic and THI
data as predictive variables increased precision by 21.3%, accuracy by 10.2% and reduced
mean absolute error by 23%. The correlation and agreement coefficients and mean
absolute prediction error for the base of the tail and neck were 0.68 and 0.67 and 0.29 and
0.28°C, respectively. The most appropriate locations for microchip implantation to
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monitor the core temperature of suckling calves were the neck board and the caudal fold.
It is recommended to use air temperature, relative humidity or THI as a predictive variable
in models of prediction of core temperature in suckling calves. In the second study of
metrics the objective was: i) to compare the measurements by the CR 20h of evaluation
with the MF four hours after feeding; ii) evaluate the potential for using subsamples in
the CR (240, 260, 640, 660 and 680 minutes after feeding) to find the most appropriate
time for the evaluation of the FM. CH4 emission data from 109 dairy cows (551.3 + 150
kg) were obtained by respirometric chamber (reference method) and face mask
(alternative method). To compare the two techniques, data from CMS (dry matter
consumption), daily CHs production, CHs yield and intensity were used. The CH4
emission values obtained through the spot collection were extrapolated to 24 hours and
then compared with the total daily production obtained in the chamber. The means
obtained between the two techniques for CH4 production, CHas yield and intensity were
similar (P> 0.05). Differences were observed for CMS. Based on the study of accuracy
and precision of the models, the determination coefficient (R?) and the correlation and
agreement coefficient (CCC) between CR and FM values were 0.2 and 0.45 respectively.
As the predictive efficiency between the CR techniques and the FM was low, a study was
carried out with the subsamples in the CR to find a more suitable time for evaluation in
the FM. Correlations were high and positive (p> 0.82) between the subsampling points in
the CR. The subsamples of the CR (240, 260, 640, 660 and 680min after feeding) had the
potential to be tested. There were no differences between the production of CHys, yield
and intensity of CHa4 between the CR and the points of the subsampling of the CR. R?
values ranged from 0.35 to 0.67. The CCC for the CR subsamples were 0.58, 0.59, 0.79,
0.80. The prediction using FM four hours after feeding showed low accuracy and
precision. The subsamples of the CR showed the potential for evaluating the production
of CHjs at these times by the FM and should be tested in new studies that allow adjustments
so that this technique can be applied safely for high-throughput phenotyping.

Keywords: body temperature, precision sensors, implantable wireless thermometer,
climate change.

* Advisor: Luiz Gustavo Ribeiro Pereira, D Sc. UESB e Co-advisor: Fernanda Samarini Machado e
Thierry Ribeiro Tomich, D Sc



| - REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introdugéo

A producgdo de leite mundial cresceu exponencialmente nos ultimos 50 anos
(FAOstat, 2016). Com o aumento do nimero de animais nos sistemas de producao, novos
desafios surgiram e o0 manejo de precisdo, focado na gestdo da variabilidade animal,
espacial e temporal, tem potencial para melhorar o desempenho econémico, ambiental e
social dos sistemas de producdo de leite.

Um dos preceitos basicos da pecudria de precisdo é a adocdo de tecnologias
capazes de gerar dados individualizados, que sdo informacGes importantes para a tomada
de decisdo. O uso de sensores esta cada dia mais acessivel e com aplicacdes mais amplas.
O implante subcutaneo ou intramuscular de microchips com biossensores em animais pet
(Quimby et al., 2009) e em equinos (Auclair-Ronzaud et al., 2020) ¢ utilizado
comercialmente, permitindo a identificacdo e a afericdo da temperatura dos animais de
forma automatizada. Por meio desse parametro € possivel detectar alteraces fisiologicas
nos animais, uma vez que extremos de temperatura podem ocasionar febre, desidratagéo,
diarreia dentre outros. Em ruminantes, é um dispositivo que ainda esta sendo testado e
utilizado, principalmente em trabalhos de pesquisa envolvendo novilhos (Reid et al.,
2012), vaca leiteira (Iwasaki et al., 2019); e cabras (Torrao et al., 2011).

Alem de sensores, a utilizacdo de dispositivos como data loggers intravaginais em
vacas foi descrita por Wang et al., (2020) que avaliaram as mudangas de temperatura
durante o ciclo estral em vacas em diferentes estacdes do ano. Esses autores observaram,
entre as estacOes, alteracbes na temperatura , sendo mais elevadas no verdo e similares
entre outono e inverno. Além disso, salientaram que os diagnosticos de estro, prenhez e
parto séo fortemente ligados as mudancas na temperatura corporal e que as mensuracoes
por dispositivos intravaginais sdo melhores correlacionadas com a temperatura corporal
e ndo sdo afetadas por fatores externos.

Os bezerros lactentes sdo animais constantemente desafiados por agentes
infecciosos e parasitarios, sendo a categoria animal que mais demanda monitoramento de
temperatura core para o diagnéstico de possiveis problemas de saude. Entretanto, ndo

existem ainda trabalhos que evidenciam de forma clara a relagéo entre temperatura obtida



por sensores implantados em diferentes regifes subcutdneas e intramusculares com a
temperatura retal de bezerros lactentes.

Somado ao desafio do adensamento (aumento do nimero de animais por rebanho),
crescente nos sistemas de producdo animal, as questdes ambientais, relacionadas as
emissdes de gases de efeito estufa pelos ruminantes vem ganhando importancia nos
ultimos anos.

A producdo de ruminantes é responsavel por aproximadamente 81% dos gases de
efeito estufa (GEE) gerados na pecuaria (Wolf et al., 2017). A producdo de CH4 é
resultado do processo de digestdo. Esse gas € decorrente da atividade da microbiota
ruminal sobre o alimento (Franzluebbers, 2020). Alternativas tém sido pesquisadas a fim
de reduzir esse processo e otimizar a producdo de leite e o crescimento dos animais
(Johnson e Johnson, 1995; Eckard et al., 2010).

Diversas pesquisas tém sido elaboradas com o objetivo de buscar técnicas para
mensuracdo dos gases de origem entérica. A cdmara respirométrica é a mais utilizada e
conhecida como “gold standard” ou padrdo ouro em avaliacBes respirométricas
(Hammond et al., 2016). Além disso, é precisa e acurada, possibilitando a elaboracdo de
ensaios detalhados que sdo importantes para o conhecimento da dieta, do metabolismo e
exigéncias dos animais em diferentes categorias (Machado et al., 2016). No entanto, é de
elevado custo e laboriosa, 0 que faz com que métodos alternativos a essa técnica sejam
pesquisados (Ricci et al., 2014).

A mascara facial surgiu como opcdo pratica e com potencial para utilizacdo na
mensuracdo de gases de origem entérica em ruminantes. A técnica consiste em coletas
spot do gas produzido pelo animal durante 30 minutos. Os resultados sdo extrapolados
para 24 horas, obtendo-se a producéo diaria de CH4 (Machado et al., 2016). No entanto,
os resultados ja obtidos em alguns ensaios vém sendo discutidos quanto ao nivel de
acurécia e precisdo, bem como a possibilidade de substituir a técnica padrdo da camara
respirométrica (Oss et al., 2016; Silveira et al., 2019).

A mensuracdo da emissdo de metano entérico e a afericdo da temperatura core
em bovinos leiteiros, abrangendo grande quantidade de animais e com custos acessiveis,
ainda é um desafio. A fenotipagem dessas variaveis pode ser relevante para avangos no
conhecimento sobre producao de gases de efeito estufa na pecuaria, para adaptacdes dos
animais aos extremos climaticos e para as areas de fisiologia, metabolismo e de bem-estar

animal. Assim, o desenvolvimento de novos métodos com a utilizagcdo de sensores e



tecnologias cada vez mais acessiveis pode viabilizar a fenotipagem de alto desempenho
para essas variaveis.

A fenotipagem de alto desempenho envolve a caracterizacdo de fenotipos de
forma rapida e automatizada, geralmente adotando processos e tecnologias que permitem
a coleta de informagdes em propriedades comerciais (Hocquete et al., 2011). A
fenotipagem é importante para o entendimento da base genética do rebanho (Mrode et
al., 2020).

A utilizacdo de sensores e de tecnologias de precisdo é pratica com adogédo
crescente nas propriedades leiteiras. Técnicas de afericdo de temperatura core e de
mensuragdo das trocas gasosas em bovinos leiteiros vém ganhando importancia nos
ultimos anos em face das questfes relacionadas as mudancas climéticas e emissdes de
gases de efeito estufa, além de questdes relacionadas ao monitoramento sanitario e de
bem-estar dos animais de producéo.

1.2 Importancia e métodos de afericdo de temperatura core em ruminantes

A termorregulacdo é a capacidade do corpo de controlar sua temperatura dentro
de um intervalo constante (Cannon, 1929). A maior producao de calor pelos animais é a
estratégia dos homeotérmicos, quando a temperatura ambiente é mais baixa do que a
corporal; enquanto a perda de calor por evaporacdo é utilizada em situacdes em que a
temperatura ambiente excede a corporal (Jessen & Jessen, 2001). No caso de bezerros,
considera-se a faixa de variacdo da temperatura core de 38 a 39,5°C como temperaturas
fisiologicas de animais sob termoneutralidade (Bligh, 1998; Nascimento et al., 2019). Os
animais sdo capazes de se adaptar as adversidades climaticas sob condi¢cGes em que a
temperatura corporal ndo pode ser compensada por mecanismo de termorregulacédo. Os
animais podem apresentar estresse térmico. Essa condicdo em bezerros, tem efeito
negativo no bem-estar animal e causa perdas econdmicas diretas como a mortalidade e
perda de desempenho do rebanho (Roy e Collier, 2012).

A temperatura core é definida como a temperatura interna do corpo préxima a dos
principais 6rgdos vitais (Cabanac, 2006). A afericdo da temperatura core permite
monitorar a termorregulacdo e é utilizada como procedimento de monitoramento
fisioldgico geral dos animais (Macaulay et al., 1995). Com base em parametros de
hipotermia, neutrotermia e hipertermia é possivel inferir sobre as rea¢fes do animal as
adversidades ambientais, as anormalidade fisioldgicas, além de ser possivel associa-los

ao crescimento, nutri¢do, lactacdo e reproducéo (Collier et al., 2006).



O diagndstico rapido e eficaz de animais que ndo estdo saudaveis no rebanho é
essencial para iniciar o tratamento, garantir a recuperagdo e minimizar a incidéncia e a
propagacao de doencas. O método padrdo para se obter a temperatura corporal do animal
é a afericdo da temperatura retal (TR) ou aricular (Reid et al., 2012). E um procedimento
que pode causar estresse nos animais (Burfeind et al., 2010) e servir de veiculo de
transmissao de agentes causadores de doencgas. Outro possivel problema das mensuragoes
manuais de TR é que o aumento no tamanho dos rebanhos nas fazendas leiteiras gera
dificuldade operacional para ado¢do do procedimento. Por esse motivo, a busca por
métodos alternativos, automaticos e precisos tém sido alvo de pesquisas nos ultimos anos
(Giro et al., 2019a; Hill et al., 2016; Iwasaki et al., 2019; Lee et al., 2016; Teixeira et al.,
2019).

A termografia infravermelha é uma técnica para mensuracdo da temperatura
corporal. Peng et al., (2019) desenvolveram um ensaio avaliando a temperatura de
diversas regides do corpo do animal para destacar qual melhor se correlacionaria com a
temperatura retal sob diferentes condices de ITU (indice de temperatura e umidade). Das
sete regibes avaliadas (orelha, fronte, maxilar, flanco, garupa, Ubere anterior e posterior),
a fronte foi a que apresentou maior correlacdo com a temperatura retal. No entanto, 0s
autores destacaram que a temperatura da superficie corporal € influenciada por diversos
fatores externos e internos, como a raca, a producdo de leite e as condi¢des climaticas.
Porém, apesar da limitacdo da medicdo da temperatura da superficie em refletir a
temperatura interna do corpo, a técnica de termografia infravermelha é préatica e
recomendada para o diagnostico precoce de estresse por calor, por ser de facil manejo e
manipulagéo, quando se compara a aferigéo no reto.

Outra metodologia para afericdo da temperatura foi descrita por Bewley et al.,
(2008) e envolveu a utilizacdo de “bolus” com sensores de temperatura. Os autores
observaram que devido a atividade dos microrganismos no ramen, a temperatura no local
foi 0.5 °C mais alta que a temperatura corporal (aferida por temdmetro no reto). Além
disso, observaram alta correlagéo entre as temperatura reticular e retal.

Para otimizar a afericdo da temperatura nos animais, dispositivos de
radiofrequéncia como o Microchip Biothermo (Digital Angel Corp., St. Paul, MN), que
fornece a temperatura em tempo real, foi desenvolvido e ja é comercializado para uso em
animais pet. No entanto, Reid et al. (2012) testaram esses dispositivos em novilhas da
raca holandesa. Esses autores avaliaram chips implantados na prega umbilical, na orelha

e na linha média posterior & marrafa e observaram que o local de melhor correlagdo com



a termperatura retal foi a prega umbilical sugerindo novos estudos para avaliar o potencial
desses dispositivos no diagnostico de doencas.

Lee et al., (2016) utilizaram dispositivos similares (termo-registradores digitais
em forma de botdo) em novilhas da raca holandesa em diferentes regiGes do pescogo, com
0 objetivo de comparar os resultados com a temperatura retal em diferentes estacdes do
ano. Observaram que a temperatura ambiente influencia a obtida pelo dispositivo
implantado, no entanto sugeriram a utilizacdo dessa ferramenta para auxiliar na deteccéo
de febre em animais.

Giro et al.,, (2019) avaliaram a utilizacdo de chips para monitoramento da
temperatura corporal em bovinos de corte em pastejo. Esses autores observaram
praticidade na metodologia, porém relataram limitaces para determinar a temperatura
corporal, uma vez que a temperatura do ambiente influenciou as temperaturas obtidas
pelos chips. Tecnologias que otimizam o gerenciamento para a identificacdo da
temperatura corporal interna dos animais sdo importantes para os produtores, ja que
podem favorecer adocGes de préaticas de manejo que reduzam as perdas de producdo. Com
0 uso de dispositivos para mensuracdo de temperatura corporal, a técnica de diagnostico

de saude se tornaria automatizada e menos laboriosa.

1.3 EmissOes de Gases de efeito estufa na Pecuaria

A pecuéria brasileira tem importante impacto no produto interno bruto nacional
(PIB). Em 2018, o PIB aumentou 1,1% em relacdo ao ano anterior e a participacao
correspondente a atividade teve alta de 0,1%, dados positivos para o setor. O efetivo de
bovinos alcancou 213,5 milhdes de cabecas, ano recorde no volume de carne exportada.
A producdo de leite teve crescimento de 1,6%, 0 que gerou aumento da produtividade
nacional, que ultrapassou pela primeira vez 2000 kg/vaca/ano. Resultados que revelam a
importancia da pecuéria no desenvolvimento econémico do Brasil (Ibge, 2018).

No setor agropecuéario, 81% dos GEE gerados pela pecuéaria sdo oriundos da
producdo de ruminantes (Wolf et al., 2017). Além de ser considerada uma das principais
fontes de emissdo antropogénica, do total de GEE emitido, 90% é proveniente dos
ruminantes. Esses animais produzem CHs naturalmente no processo de digestdo. A
producdo desse gas € decorrente da atividade da microbiota ruminal sobre o alimento
ingerido. A fermentacdo dos nutrientes resulta na formacdo de &cidos graxos volateis

(AGV’s), que posteriormente serdo utilizados pelo animal como fonte de energia e na



producéo de gas carbonico (CO2) e CH4 (Martin et al., 2008). Sabe-se que entre 2 a 12%
da energia bruta consumida pelo animal sdo gastos no processo de formacdo de CHs. A
qualidade e quantidade de alimento ingerido podem colaborar para 0 aumento da
producdo desse gas (Franzluebbers, 2019). Os componentes da dieta, tais como o tipo de
carboidrato, sdo importantes para a producdo de CHs, ja que sdo capazes de influenciar
0 pH ruminal e alterar a microbiota (Archimede et al., 2011).

Diferentes estratégias como a manipulagdo da dieta, da qualidade das pastagens e
da eficiéncia alimentar s@o algumas das opc¢des que tém sido avaliadas a fim de reduzir a
producéo de CHs4 (Kliem et al., 2018; Bersting et al., 2019; Doyle et al., 2019; Richardson
etal., 2019; Van Gastelen et al., 2019; Akanmu et al., 2020; Nogueira et al., 2020). Além
disso, devido a complexidade de mensuracdo de CHa, diferentes metodologias tém sido

pesquisadas para esse fim.

1.4 Metodologias para mensuragdo de CH4 em ruminantes

Os primeiros estudos relacionados a avaliacdo do CH4 entérico eram focados na
quantificacdo da energia perdida na forma desse gas. O CHs é utilizado no célculo do
balanco energético e influencia a producéo de calor metabdlico (Reynolds et al., 2000) e,
recentemente, vem sendo avaliado com foco mais voltado as questdes ambientais que
envolvem gases de efeito estufa e mudancas climaticas.

Os métodos de medicdo de CH4 tém sido utilizados para avaliacdo de dietas e
aditivos antimutanogénicos, estratégias de mitigacdo, selecdo genética para menor
emissdo e para elaboracdo de inventarios, ciclo de vida e pegada de carbono de produtos
pecuarios (Hammond et al., 2016; Gidlund et al., 2017; Carvalho et al., 2018; Richardson
etal., 2019; Costa et al., 2020; Cunha et al., 2016). Existem diversas metodologias sendo
testadas para quantificar a emissao de CH4 entérico.

A cémara respirométrica, técnica reconhecida como padrdo ouro na avaliacdo da
producdo de gases em ruminantes, possui diferentes tipos: as de circuito fechado e aberto.
Nas camaras de circuito fechado, o ar que é recirculado, passa por absorventes de CO2 e
umidade. Além disso, sdo adicionados novas quantidades de O, puro, fazendo a
substituicdo do ar que foi utilizado pelo animal, mantendo a composicédo do ar em niveis
normais (Resende et al., 2006). Nas camaras de circuito aberto, o ar externo que circula
dentro delas é amostrado e analisado na entrada. Apds analise, com a quantidade de ar

conhecida, é possivel calcular a composi¢do dos gases CO2 e CHas produzidas e a



concentragdo de O. consumida (Resende et al., 2006). Por ser uma tecnica precisa e
acurada, também possibilita a realizacdo de estudos detalhados de bionergética que séo
importantes para a avaliacdo de alimentos, metabolismo e avaliagdo das exigéncias
nutricionais de energia pelos animais. E uma técnica de elevado custo (m&o-de-obra,
estrutura laboratorial e equipamentos) que requer manutencdo cuidadosa (Machado et
al.,, 2016). No entanto, apresenta limitacdes de capacidade analitica, geralmente
permitindo a avaliagdo de apenas um animal por camara/dia (Rodriguez, et al., 2006).
Nesse contexto, técnicas fundamentadas em mensuragdes baseada em coletas de curta
duracdo tém sido desenvolvidas e avaliadas (Ricci et al., 2014; Oss et al., 2016; Huhtanen
etal., 2019)

A utilizacdo da méscara facial para aferi¢fes de curta duragdo das trocas gasosas,
pode ser opcdo de menor custo e de maior capacidade analitica, podendo envolver a
avaliacdo em rebanhos comerciais. Alguns trabalhos tém buscado avaliar a aplicabilidade,
viabilidade, acuracia e precisdao de métodos baseados em coletas de curta duracdo por
amostradores de gases ou mascara facial (Hammond et al., 2016; Oss et al., 2016). Os
primeiros estudos com a metodologia da MF, iniciaram-se em 1937, com o intuito de
estimar a producdo de CH4 com base em coletas de curta duragdo (spot) (Washburn e
Brody, 1937). O principio € similar & técnica da camara respirométrica. No entanto,
apresentava baixo custo comparada a metodologia padrdo, permite a obtencdo de
respostas rapidas baseadas em mensuracdes de curta duracdo, além de possibilitar
mensura¢fes em maior numero de animais por dia. No Brasil, uma das principais
vantagens em validar a técnica é a possibilidade de gerar informacGes para animais ou
rebanhos mantidos em sistemas de produgéo a pasto. Pesquisas realizadas por Oss et al.,
(2016) em animais em confinamento, utilizaram a coleta de gases 4h. apds a alimentacao
com mascara facial em estudo de comparacdo de técnicas para mensuracao de gases em
ruminantes. Esses autores encontraram similaridade dos resultados obtidos em camara
respirométrica, técnica do gas tracador (SFe) e méascara facial.

Existem outras metodologias de avaliacdo de gases de curta duragcdo que tém sido
testadas, como o detector de CH4 a laser (Vrancken et al., 2019), o Green Feed
(Garnsworthy et al., 2019) e ainda métodos indiretos como a espectroscopia de
infravermelho médio (MIR) em amostras de leite (Vanlierde et al., 2018). O detector de
CHa a laser consiste na mensuracdo da concentracdo de CH4 ,manualmente, por meio de
pistola posicionada a de 1 a 3 m de distancia do animal. A coleta dos dados ¢ realizada

pelo aparelho a laser e ocorre em curtos periodos de tempo, os dados obtidos constituem



uma serie de picos que representam o ciclo respiratério do animal. Estudos sugerem que
essa técnica tem potencial de fornecer informagdes detalhadas sobre como o CH4 é
liberado pelos ruminantes em curtos periodos de tempo (Ricci et al., 2014).

O GreenFeed (GF) (C-Lock Inc., Rapid City, Dakota do Sul, EUA) utiliza a
medicdo de curta duracdo em sistemas de alimentacdo com auxilio de sensores acoplados,
que medem o fluxo de ar e a concentracdo dos gases. O sistema GF tem a capacidade de
mensurar a emissdo de CHs em rebanhos, além de ndo ser uma técnica com elevados
custos (Hammond et al., 2016). Huhtanen et al. (2019) . Desenvolveram estudo para
comparar as mensuracoes realizadas pelo sistema GF com equacdes de predi¢do para
producdo de metano entérico em camaras respirométricas e encontraram concordancia
com os valores gerados pelos modelos, sugerindo que a emissao entérica de CH4 pode ser
medida por esse dispositivo.

A utilizacdo da espectroscopia de infravermelho médio (MIR) tem potencial para
estimar a producéo individual de metano pelos bovinos em rebanhos leiteiros. O CH, é
predito com base em espectroscopia em amostras de leite, podendo ser empregado em
larga escala para gerar valores estimados de producdo individual de CHa4 (Soyeurt et al.,
2006). Vanlierde et al., (2016) Avaliaram a predicdo de metano pelo uso do MIR no leite
para desenvolver equagdes com potencial para uso em programas de fenotipagem de alto
desempenho. Concluiram que a metodologia apresentou baixo custo e foi capaz de
identificar vacas com fenotipo de baixa emissao de CHa.

Em animais a pasto, algumas tecnologias sdo baseadas no método de Covariancia
de Vortices Turbulentos ou “eddy covariance”, que propicia uma medida direta da
quantidade absorvida ou emitida de gas carbénico (CO.), vapor d’agua e calor entre uma
superficie com vegetacdo e a atmosfera, além da utilizacdo do analisador de metano
(PICARRO G2311-f, PICARRO Inc., USA). Dumortier et al., (2017). Avaliaram a
viabilidade de estimar as emissdes de metano em &reas sob pastejo intensivo. Esses
autores observaram que as mensuracoes tiveram alta variabilidade devido a dificuldade

de captacdo dos gases pela movimentacdo dos animais.
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Il - OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar metodologias alternativas para fenotipagem de alto desempenho quanto a

temperatura core e & emissdo de CH4 em bovinos leiteiros.

2.2 Objetivos Especificos

Capitulo I:

Avaliar o melhor local de implante de microchip com sensor de temperatura em
bezerros lactentes com base na avaliacdo de modelos de predicdo que incluem ou nao
condicdes climaticas como variaveis preditivas.

Capitulo 11:

Comparar as mensuragdes de CHs obtidas pela cAmara respirométrica (CR) 20h.
de avaliagdo com e pela méascara facial (MF) durante 30 minutos, quatro horas ap6s a
alimentacao.

Avaliar o potencial de utilizacdo das subamostragens na CR (240, 260, 640, 660
e 680min apos a alimentacdo) para verificar o horario mais apropriado de avaliacdo da
emisséo de CH4 com uso da MF.
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111 - HIPOTESES

Capitulo I:

O Microchip Biothermo é capaz de estimar com acuracia e precisdo a temperatura
core nos locais de implante em bezerros lactentes.

Capitulo I1:

A técnica da mascara facial estima de forma precisa e acurada a emissao de

metano entérico por vacas leiteiras em lactacéo.
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IV - CAPITULO |

Selecdo de locais para implante de microchip para predicdo da temperatura core
em bezerros jovens

PONTOS DE DESTAQUE

Temperatura core € um importante parametro para monitorar a satde de bezerros.

A utilizacdo de termOmetros convencionais € de dificil aplicacdo em larga escala.

Os microchips com sensores de temperatura podem ser uma alternativa para predizer a
temperatura core.

Os melhores locais para o implante de microchips em bezerros ainda ndo sdo conhecidos.

O implante de microchip na base da cauda permite predizer a temperatura core.

RESUMO
Implantes de microchips com sensores de temperatura podem automatizar as
mensuragoes de temperatura core em bezerros e 0 melhor local para implante ainda ndo
é conhecido. A acurécia e precisdo das predi¢des de temperatura core baseadas em dados
obtidos pelos microchips precisam ser investigados. O objetivo desse estudo foi o de
investigar o melhor local para implante de microchips para monitorar a temperatura core
em bezerros leiteiros. Dezessete bezerros (32.2 + 5.2Kg de peso corporal), Holandés x
Gir foram utilizados e os microchips, implantados quatro dias ap6s o nascimento. Os
locais de implante foram: base da orelha, base da cauda e umbigo (implantes
subcutaneos), pesco¢o (musculo cleidocefalico) e perna (musculo gracilis) (implantes
intramusculares). A temperatura retal (TR, °C) foi obtida por meio do termdmetro clinico
digital, metodologia considerada como referéncia para a temperatura core. A temperatura
do ar (TA, °C), umidade relativa do ar (UR, °C) e o indice de temperatura e umidade (ITU)
foram avaliados no mesmo momento que a temperatura retal e a mensuracdo da
temperatura dos microchips durante 56 dias. As faixas da TA, UR e ITU durante o
experimento variaram de 7.6 a 34.4°C, 17.5 a 99.0% e 50.6 a 91.5 respectivamente. A
média da temperatura para o reto, orelha, pescoco, base da cauda, perna e umbigo foram
38.7; 36.9; 38.0; 37.0, 37.8 e 37.0°C respectivamente. Os implantes intramusculares



18

(pescoco e perna) tiveram valores proximos ao do reto. As correlacfes das temperaturas
entre RT e orelha, pescoco, base da cauda, perna e umbigo foram 0.56, 0.60, 0.60, 0.53 e
0.48, respectivamente. A predicdo da temperatura retal baseada na afericdo do microchip
teve moderada precisdo (rc = 0.49 a 0.60) e alta acuracia (Cb = 0.79 a 0.88). a incluséo
da TA, UR e ITU como variaveis preditoras nos modelos diminuiu o erro médio absoluto
(23%) e aumentou a precisao (21.3%) e acurécia (10.2%). O coeficiente de correlagdo e
concordancia e o erro quadratico médio para as equagdes usando a base da cauda e o
pescoc¢o foram 0.68 e 0.67. e 0.29 e 0.28°C respectivamente. A base da cauda é o local
mais promissor para o implante do microchip para predizer e monitorar a temperatura
core em bezerros jovens. A inclusdo da temperatura do ar como varidvel preditora nos

modelos é recomendada.

PALAVRAS-CHAVE: pecuaria de precisao, saude animal, sensores, temperatura

corporal
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INTRODUCAO

A temperatura corporal dos animais é afetada pelo clima e pelas condigdes
fisiologicas (Collier et al., 2006) e um dos principais indicadores de salde para bezerros
(Adams et al., 2013). Temperaturas anormais sdo utilizadas para identificar doencas e
podem garantir recuperacgao e prevenir a disseminacao para os outros animais do rebanho.
A temperatura retal (TR) é o método padrdo de mensuragdo da temperatura core. A TR é
obtida por meio de termémetro clinico inserido na ampola retal. Esse procedimento é
laborioso e propenso a erros de mensuracao relacionados com a qualidade do termémetro,
erros na posicao do dispositivo e falhas humanas.

A manipulagdo dos animais para a mensuragdo da temperatura pode ser
estressante (Burfeind et al., 2010), além de ser fonte de disseminacdo de doencas
infecciosas e de agentes parasitarios. O aumento do rebanho leiteiro tem dificultado as
praticas de manipulacdo para afericdo da temperatura core usando o termdmetro
convencional. Pesquisas de alternativas automatizadas para mensuracdo de temperatura
tém sido citadas por diversos grupos de pesquisa (Giro et al., 2019; Hill et al. 2016;
Iwasaki et al., 2019; Lee et al., 2016; Teixeira et al., 2019, and Woodrum Setser et al.,
2020). Diversas ferramentas tém sido utilizadas para mensuracao da temperatura core em
bezerros. Hill et al., (2016) utilizaram o data logger afixado na pele da cauda e mostraram
um aumento de 0.03°C para cada 1°C de mudanca na temperatura ambiente.

O implante de microchip em animais pet (Quimby et al., 2009) e equinos (Auclair-
Ronzaud et al., 2020) tem sido utilizados para automatizar as mensuragdes. Entretanto,
em ruminantes esses dispositivos tém sido utilizados para novilhas (Reid et al., 2012),
vacas leiteiras (Iwasaki et al., 2019) e cabras (Torrao et al., 2011), mas ainda em escala
experimental. Woodrum Setser et al. (2020) avaliaram o desempenho dos microchips na
orelha, na escapula e no musculo trapézio para predizer a temperatura core em bezerros
leiteiros. Esses autores concluiram que as mensuragdes realizadas pelos microchips
nesses locais ndo podem ser utilizadas para predizer a temperatura retal. Novos locais
como o umbigo, base da cauda e outros muasculos devem ser investigados como possiveis
estratégias para solucionar essa limitacdo. Adicionalmente, a inclusdo da TA, UR e ITU
como variaveis preditoras pode melhorar a eficiéncia dos modelos de predicdo da TR
baseados na aferi¢do das temperaturas dos microchips.

O objetivo foi o de avaliar locais para implante do microchip em bezerros jovens
como ferramenta para estimar a TR, combinando ou ndo com as variaveis climaticas

como preditoras.



20

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e manejo dos animais

O experimento foi realizado na Embrapa Gado de leite em Coronel Pacheco-
Minas Gerais, Brasil. Os procedimentos adotados foram aprovados pela Comissdo de
ética no uso de animais da Embrapa Gado de Leite - CEUA/EGL n°907825118. Dezessete
bezerros Holandés x Gir, machos com 32.2 + 5.2kg peso vivo no inicio do experimento
foram utilizados.

Os animais foram alojados em galpdo coberto, em baias individuais com camas
de areia (1,25 x 1,75 m), contidos por correntes de 1,2 m de comprimento. Os bezerros
receberam 10% do peso vivo (PV) de colostro e foi realizada a cura do umbigo com
solucgéo de iodo a 10% nos dois primeiros dias. Do segundo ao terceiro dia de idade foram
alimentados com 5 litros de leite de transicéo, divididos em duas refeicdes oferecidas as
8heas 16 h.

Durante o periodo experimental (quarto aos 60° dias), os animais receberam 5
litros de sucedéneo de leite (Kalvolak, Nutrifeed, Amersfoort, Holanda) reconstituido
com 15% (base na matéria seca), divididos em duas refeicdes oferecidas as 8h. e as 16h.
A 4gua e o concentrado (Soymax Rumen pré-inicial Floculado, Total Alimentos, Trés

Coracoes, Brasil) foram oferecidos ad libitum.

2.2. Implante do microchip e mensuracao de temperatura

A capsula de vidro e biocompativel Bio-Thermo microchip (LifeChip® with Bio-
Thermo™ Technology, Destron Fearing ™, Langeskov, Denmark) foi utilizada para
afericdo da temperatura local. Esse dispositivo € um transponder com uma bobina
eletromagnética e um biossensor de temperatura embutido que funciona como
identificacdo passiva de radiofrequéncia (RFID). O leitor Allflex RS420 (Allflex -
Sistemas de ldentificacdo Animal Ltda, Joinville, Brasil) foi usado para leitura da
mensuracdo da temperatura nos locais e a identificacdo de cada animal. As temperaturas
retais foram mensuradas simultaneamente. O implante do microchip foi realizado no
quarto dia de vida, utilizando uma seringa especial com o dispositivo acoplado no seu
interior. Os locais implantados foram: base da orelha, base da cauda e umbigo (implantes
subcutaneos), pescoco (musculo cleidocefalico) e perna (musculo gracilis) (implantes
intramusculares).

A temperatura retal foi obtida pelo termémetro digital Domotherm (Incoterm,

Porto Alegre, Brasil, capaz de mensurar temperaturas de 32.0 a 44.0°C) como descrito
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por Dirksen et al. (1993). Ambas as medidas (temperatura retal e leitura dos microchips)
ocorreram duas vezes ao dia, as 6h e as 14h.

A (TA, °C), (UR, °C) e o (ITU) foram mensurados utilizando Termo Higrometro
Digital sem Cabo (Supermedy®, S&o Paulo, Sd0 Paulo) no mesmo momento da
mensuracdo da temperatura pelo chip. O indice de temperatura e umidade (ITU) foi

calculado com base nos valores de TA e UR (Thom, 1959) através da formula:

THI = (0.8 x Ta+ (%) x (Ta-14.4)+46.4) (1)

onde Ta é a temperatura do ar (°C) e RH € a umidade relativa do ar (%).

2.3 Anélise Estatistica

A comparagéo das temperaturas retal e as obtidas no microchip foram realizadas
utilizando o pacote estatistico SAS (9.4) de acordo com o modelo:

Yije =u+Li+ 6+ v+ + &k

em que Y;;,€ a observacdo ijk, u € a média geral, L; € o efeito fixo da mensuragao
da temperatura no local, §; é o efeito aleatdrio do animal j, y;, € o efeito aleatorio do dia
k dentro de animal j, 9y, € o efeito aleatorio de tempo | dentro de dia k, e &;j; € 0 efeito
aleatorio do erro ~NID (0, o?). Os dados foram analisados como medidas repetidas
multivariadas, usando o Kronecker UNQ®CS como estrutura de covariancia (Galecki,
1994). As médias dos minimos quadrados foram comparadas pelo teste de Dunnett com
a igual a 0,05 e temperatura retal como grupo controle.

O coeficiente de correlagdo entre as variaveis ambientais e as temperaturas foram
avaliados de duas formas. Primeiro, a matriz do coeficiente de correlagdo de Pearson foi
estimada usando todos os dados e todas as varidveis. ApOs esse procedimento, para
investigar as correlacdes dentro dos animais, a correlacdo de todas as variaveis com a
temperatura retal foi avaliada por animal e para obter uma comparagdo mais clara entre
elas. Um intervalo de confianga de 95% foi estimado usando a transformacao z de Fisher
(Rodel, E. and Fisher, 1971) usando o procedimento CORR do SAS (9.4).

A andlise de regressao foi conduzida utilizando a funcdo Im do Software
R (vers&o 3.6.1). Foi avaliada a possibilidade de estimar a temperatura retal de 20 modelos
que incluiam ou ndo as variaveis climaticas e o ITU. Foram utilizados cinco modelos
lineares simples, um para cada posicionamento do chip no animal, e outros 15 modelos
combinando o posicionamento do chip com as variaveis ambientais e ITU e interacoes.

A significancia de cada inclinagdo foi avaliada considerando a igual a 0,05. Quando a
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interacdo ndo foi significativa (P> 0,05), foi removido do modelo e avaliada uma equacao
sem intercepto; O método de eliminac&o foi usado e os efeitos foram removidos quando
P>0,05. Para evitar colinearidade entre preditores, os coeficientes de correlagédo de
Pearson foram avaliados e ,depois de a equacao estimada, aqueles com fator de variacao
maior que 3 foram removidos. As métricas utilizadas para avaliacdo dos modelos foram
o Coeficiente de Correlagdo de Concordancia (CCC) (Lin, 1989), calculado usando o
método assintético do pacote DescTools (versdo 0.99.29). O CCC foi decomposto em
fator de correcéo de viés (Cp) e o coeficiente de correlagdo entre os valores observados e
os preditos (rc), que medem a acuracia e a precisdo respectivamente. A raiz do erro médio
quadrético (RMSE) e do erro absoluto médio (MAE) foi calculada usando o pacote de
interpolacéo (versdo 6.0-84). O erro quadratico médio (RMSE) e o erro absoluto médio
(MAE) foram calculados por uma validacao cruzada de 10 vezes repetida, cinco vezes
usando o pacote circunflexo (versdo 6.0-84). Para a analise grafica de cada equacdo, 0s

residuos foram plotados em fungéo dos valores previstos centrados.

3. RESULTADOS

3.1 Diferencas entre as temperaturas corporais nos locais

A amplitude de variacdo da temperatura do ar foi de 7.6 a 34.4°C, a de umidade
relativa do ar foi de 17,5 a 99,0% e o ITU de 50.6 a 91.52 (Tabelal), representando uma
variacdo ampla que caracteriza situacdes neutras e de estresse térmico. As médias das
temperaturas para o reto, base da orelha, pescoco, base da cauda, perna e umbigo foram
38.7; 36.9; 38.0; 37.0 e 37.8°C respectivamente (Tabela 1). A menor diferenca
comparando-se com a TR foi obtida para o pescoco (-0.71°C) e a maior para o implante
no umbigo(-1.7°C, Tabela 1). As temperaturas obtidas no pescoco e na perna foram mais
proximas da TR. Entretanto, todas as temperaturas obtidas pelos microchips foram
menores (P<0.05) que a TR (Figura 2).

A TR mostrou um baixo desvio padrdo (Tabela 1) comparada com as temperaturas
dos microchips, independentemente do local de implantagdo. Em relagédo ao desvio
padrdo entre os cinco locais de implante do microchip, os menores valores numéricos das
temperaturas dos microchips foram obtidos para 0 pescoc¢o e para a perna.

3.2 Correlacao entre as temperaturas retal e as obtidas pelos microchips
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As correlacOes entre a TR e as obtidas pelos microchips foram were 0.56, 0.60,
0.60, 0.53 e 0.48 para base da orelha, pescoco, base da cauda, perna e umbigo
respectivamente (Figura 3).

Embora o implante na base da cauda tenha sido subcutaneo, a correlacdo com a
TR (0.60) foi igual a correlacdo da TR e a temperatura obtida no microchip implantado
no pescoco (0.60), sendo este intramuscular. A perna, outro local com implante
intramuscular, apresentou baixa correlacdo com a TR (0.53), comparada com 0 pescogo
e a base da cauda

Para todas as variaveis avaliadas, as estimativas de correlacdo e seus intervalos de
confianca de 95% com a temperatura retal mostraram clara variabilidade entre os animais,

especialmente para as temperaturas da orelha e do umbigo (Figure 4).

3.3 Estudo de Regressdo entre as temperaturas obtidas no reto e as
aferidas nos locais pelos microchips

O desempenho dos modelos de predicdo da TR com base nas temperaturas do
microchip, incluindo ou ndo varidveis ambientais, sdo apresentados na Tabela 2. Os
modelos que ndo incluiram TA, UR ou ITU como variaveis preditivas apresentaram
valores menores de rc, Cb e CCC. Além disso, a inclusdo de TA, UR ou ITU como
variaveis preditivas diminuiu os valores de RMSE e MAE (Tabela 2).

Os modelos desenvolvidos para 0 pescoco e para a base da cauda mostraram alta
precisdo (rc = 0.60) e acurécia (Cp = 0.88). As estimativas de temperatura core obtidas
pelos microchips mostraram Cy acima de 0.8, indicando alta acuracia de precisdo dos
modelos. O erro médio absoluto (MAE) variou de 0.374°C (umbigo sem as variaveis
ambientais como preditores) até 0.282°C (base da cauda com a UR como variavel
preditiva).

Houve estabilidade dos residuos ao longo da predicao da temperatura retal (Figura
5). Além disso, foi observado homogeneidade das variancias acima dos niveis dos valores
preditos (Figure 5).

4. DISCUSSAO

4.1. Diferencas de temperaturas ao longo das mensuracdes nos locais de
implante

A ampla variacdo de TA, UR e ITU encontrada no presente estudo incluiu
condicGes termoneutras e de estresse por calor, o que é desejavel para o desenvolvimento

de modelos de predicdo da temperatura core com base em dados de microchip. Tal
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alcance melhorou a cobertura de utilizacdo do modelo, que pode ser aplicado em sistemas
de producéo sob diferentes condigdes climéticas.

O ITU é usado para avaliar o conforto térmico dos animais. Valores acima de 72
podem causar estresse por calor em bovinos leiteiros (Ingraham et al., 1974). Os animais
do presente estudo foram submetidos a ITU de 50,6 a 91,5 e TR variando de 37,0 a 40,5
° C. Assim, o limiar fisiol6gico neutro térmico para bezerros jovens de 38 a 39,5 ° C
obtido por termémetro clinico foi extrapolado (Nascimento et al. 2019).

As temperaturas retais ou auriculares sdo consideradas padrbes de temperatura
core em mamiferos, sendo utilizadas como referéncia para o desenvolvimento de métodos
alternativos de medicgdo. (Adams et al., 2013; Lee et al., 2016; Iwasaki et al., 2019;
Woodrum Setser et al., 2020). Conforme mostrado em Taylor et al. (2014), ha
interferéncia do local de medicédo na avaliacdo da temperatura core, na da pele e na do
tecido corporal, em humanos. Observamos 0 mesmo para bezerros jovens e,
independentemente do local do implante do microchip, as temperaturas do microchip
foram inferiores a TR obtida por um termémetro clinico.

Iwasaki et al. (2019) também apresentaram valores menores para as medidas
obtidas pelos microchips, quando comparados a temperatura retal (35,73 vs. 36,68 ° C).
Reid et al. (2012) relataram maiores diferencas entre TR (usando termdmetro clinico) e
temperatura dos implantes de microchips subcutéaneos na base da orelha (1,7 ° C) e abaixo
da prega umbilical (2,6 ° C) em bovinos. O sensor de contato colocado na base da cauda
apresentou temperatura de 2 a 3 ° C menor que a temperatura retal em estudo realizado
por Nogami et al. (2013). Diferencas entre TR e microchips implantados na orelha (2,73
° C) também foram demonstradas por Giro et al. (2019) em bovinos de corte. Em nossos
resultados, a diferenca entre a temperatura média retal foi de 0,73 + 1,53 ° C, sugerindo
limites estreitos de concordancia entre os limites superior e inferior de concordancia de
95%.

Os altos valores de SD para o microchip, em comparacdo com os dados do
termdmetro clinico, podem ser explicados pela menor precisdo do biossensor e devido a
alta influéncia de fatores externos como o contato das partes anatbmicas com a cama de
areia. Um SD mais alto para dados de microchip (0,93 e 1,12), em compara¢do com a
temperatura retal (0,44 e 0,47) , tambem foi relatado por Iwasaki et al. (2019) e Giro et
al. 2019 respectivamente.
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4.2. Correlacdo entre a temperatura retal e as medidas do microchips

As temperaturas do pescoco e da base da cauda apresentaram as mesmas
correlagbes com a TR (0,60). Assim, como a base da cauda é mais superficial do que o
pescoco, aquele € um local promissor para implantagdo de microchip, garantindo um
processo de implantacao e extragdo menos invasivo. Reid et al. (2012) relataram menores
valores de r entre 0 TR e a temperatura dos implantes de microchips subcutaneos na base
da orelha (0,21), linha média posterior & marrafa (0,16) e na base da prega umbilical
(0,16). Além disso, Woodrum Setser et al., 2020) mostraram que a temperatura retal ndo
foi correlacionada com a orelha, na escapula superior, no pescoco. Esses autores
concluiram que a medida das temperaturas dos microchips depende do local do implante.

A variabilidade observada nas correlacdes das variaveis ambientais e temperaturas
dos chips com a temperatura retal entre os animais pode ser um indicador de que outras
caracteristicas dos animais sdo relevantes para estimar a temperatura core. Embora os
bezerros usados neste estudo fossem homogéneos, sugerimos uma investigagdo mais
aprofundada das caracteristicas morfoldgicas e estudos com maior variabilidade e
caracterizacdo de possiveis aspectos relevantes, como vento e atividade dos bezerros, para
melhor entender a variabilidade entre os animais. A maior variabilidade observada para
orelha e umbigo pode estar claramente associada a maior exposicao fisica aos fatores
ambientais. Animais com maiores correlacbes de temperatura retal com variaveis
ambientais parecem também ter maiores correlacbes com temperaturas de chip,
independentemente do local de amostragem (por exemplo, animais 1, 3, 4 e 5; Figura 4).
O oposto também é valido para os animais 9, 11 e 15, que apresentaram correlacdes mais
baixas para as variaveis ambientais e temperaturas do chip com as temperaturas retais
(Figura 4). Essa consisténcia entre as varidveis dentro dos animais deve ser investigada
em estudos futuros. Embora com valores observados mais baixos, Woodrum Setser et al.
(2020) também observaram uma variabilidade representativa entre os animais para
correlagbes da temperatura do chip com as temperaturas retais. Os autores também
destacam que a variagdo individual deve ser considerada para melhorar as tecnologias de
previsao de temperatura.

Diferentes temperaturas podem ser encontradas no corpo principalmente nos
tecidos musculares que apresentam maior ou menor movimento como o0 musculo gracillis
e 0 musculo cleidocefalico. Os tecidos em regides superficiais sdo provavelmente mais
afetados por TA e UR. Por outro lado, em nosso estudo, aqueles localizados mais

profundamente como o pescoco, por exemplo, séo afetados pelo metabolismo local e
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influenciados pelo alto fluxo sanguineo através do musculo e principalmente pela
proximidade dos grandes vasos sanguineos, ocorrendo mudangas de temperatura por
dissipacéo de calor para e da periferia (Taylor et al., 2014). Woodrum Setser et al. (2020)
relataram alta correlagcdo entre as leituras dos microchips no pescoco e na orelha em
bezerros, sugerindo que as temperaturas estavam relacionadas em locais proximais. Em
nosso estudo, a localiza¢do préxima da base da cauda e do reto pode explicar a correlagdo
desses locais de implantagdo (r = 0,60). Correlacbes mais altas foram relatadas por
Iwasaki et al., (2019), em que foram avaliados dez locais de implante (sete subcutaneos
e trés endoceliacos) em vacas leiteiras. Esses autores relataram alta correlacdo entre
implantes endoceliacos e TR (0,74 a 0,76). Porém, para os implantes subcutaneos as
correlages foram menores (-0,22 a 0,62), mas o microchip utilizado foi diferente do
utilizado no presente estudo e por Woodrum Setser et al. (2020).

4.3 Estudo de Regressdo entre as temperaturas retais e as obtidas pelos
microchips

Os valores de rc dos modelos aumentaram 21,2, 21,0 e 21,7% quando TA, UR ou
ITU foram adicionados como variaveis preditivas. Para os locais do implante com os
maiores valores de rc (pescoco e base da cauda), a melhoria da precisdo foi de 15 e 16%
respectivamente; enquanto, para o umbigo foi de 30%, provavelmente devido a maior
susceptibilidade a influéncia de fatores externos neste local. Para os locais com menores
rc, a inclusdo de TA, UR e ITU como varidveis preditivas parece ser mais importante.
Além disso, quando o ITU foi incluido como variavel preditiva nos modelos, observou-
se apenas 3% de melhora do re, em comparacdo com os modelos que incluem TA e UR
como variaveis preditivas (21,0 vs 21,7%). Embora a inclusdo de variaveis climéticas nos
modelos seja importante, existem poucas diferencas sobre quais usar (TA, UR ou ITU).

Os modelos que incluem ou ndo TA, UR e ITU como variaveis preditivas
apresentaram Cp acima de 0,8. A inclusdo de TA, UR ou ITU como uma variavel preditiva
melhora a precisédo do modelo em cerca de 10,0 a 10,4%, mas com menor magnitude em
comparacdo com a melhoria da precisdo em cerca de 21,0 a 21,7%. A maior melhora foi
observada para a perna e umbigo (12 e 16% respectivamente), comparar ainda os efeitos
dainclusdo de TA e UR com o ITU como variavel preditiva. A inclusdo do ITU no modelo
melhora a precisdo de apenas 2%, quando comparado aos modelos com TA e UR. Os
implantes da base do pescoco e cauda apresentaram os maiores valores de CCC, métricas
gue avaliam exatiddo e precisdo. A inclusdo de TA, UR e ITU como variaveis preditivas

aumentou os valores de CCC em 28,8%, 28,9% e 29,7%, enfatizando a importancia de
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inclui-los nos modelos de predi¢do. A inclusdo de TA, UR e ITU como variaveis
preditivas reduziu o MAE em aproximadamente 20%. As diferengas entre os modelos
ocorrem principalmente na reducdo da variancia residual sobre os valores previstos
devido a estabilidade dos residuos juntamente com a previsao da temperatura retal (Figura
5).

Com base nas métricas de eficiéncia dos modelos (Tabela 4), os locais de implante
de microchip mais promissores foram o pescogo e a base da cauda. A predi¢cdo com base
na temperatura do microchip da base da cauda, incluindo TA, UR e ITU como variavel
preditiva, era precisa e exata como as predi¢des do pescoco, um local mais interno do
corpo. A base da cauda é uma regidao mais superficial, fator que facilita a implantacéo e
extracdo do dispositivo. De acordo com os resultados do presente trabalho, Iwasaki et al.
(2019) e Nagomi et al. (2013) também apontaram a base da cauda como um local
promissor para implantar ou usar um sensor de contato para monitorar a temperatura
central em vacas e bezerros respectivamente. Além disso, em alguns paises, a ocluséo
total da ampola retal é adotada como processo padronizado durante o abate. Por exemplo,
no Brasil a base da cauda, incluindo a ampola retal, é direcionada ao toalete em
frigorificos, procedimento recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA, Brasil (Brasil, 1971). Esse procedimento pode ser importante
para evitar a contaminacdo da carcacga e dos produtos carneos com pecas de microchip.
Outra vantagem é um local de alto potencial para implantacdo de microchip para
rastreabilidade e monitoramento da temperatura dos bezerros.

Os resultados do presente estudo mostraram o potencial de monitoramento da
temperatura core de bezerros por meio de implantes de microchip com sensores de
temperatura. No entanto, o uso comercial de implantes de microchip ainda apresenta
limitacBes de uso para animais de fazenda. Assim, novos estudos voltados para o processo
de retirada do dispositivo, migragdo do microchip no corpo e riscos de contaminacao da

carcaca devem ser realizados.

4 CONCLUSAO
As predicOes da temperatura core de bezerros por microchip apresentam alta
acuracia e precisdo moderada independentemente do local do implante. A incluséo da
temperatura do ar, umidade relativa ou indice de temperatura e umidade como variaveis
preditivas melhora a exatiddo e precisdo dos modelos. A maior exatidao e a preciséo de

predicdo da temperatura central via microchip foram obtidas na base da cauda e no
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pescoc¢o. O implante na base da cauda € menos invasivo e pode facilitar a implantacdo e

a remocao do microchip durante o processo de abate.
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34

Tabela 1. Temperaturas obtidas em diferentes locais dos bezerros e medidas das variaveis

ambientais
Locais N Médias Minimo Maximo SD
Temperaturas (°C)
Reto 2034  38.7 37.00 40.50 0.534
Orelha” 1804 36.9 33.30 39.70 1.066
Pescogo” 1908 38.0 34.90 40.20 0.755
Cauda” 1793 37.0 33.00 40.30 1.303
Perna” 1906  38.0 33.00 40.70 0.985
Umbigo” 1861  37.0 33.00 39.30 1.067
Variaveis ambientais and ITU**

Temperatura do ar, °C 1854 21.93 7.60 34.40 8.431
Umidade Relativa, % 1854  62.07 17.50 99.00 25.341
indice de temperatura e umidade 1854 70.10 50.58 91.52 13.299

*Temperaturas medidas usando microchip Bio-Thermo. **Medido ao mesmo tempo das medicGes de

temperatura retal e de microchips.
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Tabela 2. Equacdes preditivas de temperatura retal (° C) usando dados do microchip Bio-thermo implantado em diferentes locais com ou sem
temperatura do ar (TA, ° C), umidade relativa (UR,%) ou indice de temperatura-umidade (ITU) como variaveis preditivas.

Referéncia Preditores Int. SE Inc. Chip SE Inc. Varidveis ambientais SE Inc. Interacdo SE re Ch CCC RMSE  MAE
A Orelha 28.65 0.419 0.273 0.0113 - - - - 0.562 0.854 0.480 0.440 0.348
B Pescoco 2195 0.631 0.441 0.0166 - - - - 0.600 0.883 0.530 0.425 0.340
c Cauda 29.73 0341 0.242 0.0092 - - - - 0597 0.881 0526 0.426 0.335
D Perna 27.24 0.519 0.303 0.0137 - - - - 0.530 0.827 0.438 0.451 0.355
E Umbigo 30.02 0.444 0.235 0.0120 - - - - 0.485 0.785 0.381 0.465 0.374
F Orelha; TA 4446 1.144 -0.178 0.0315 -0.434 0.0538 0.013 0.0015 0.700 0.940 0.658 0.379 0.293
G Pescogo; TA 3799 1794 0.001 0.0476 -0.332 0.0804 0.010 0.0021 0.706  0.942 0.665 0.377 0.295
H Cauda; TA 42.08 0.912 -0.109 0.0249 -0.417 0.0483 0.012 0.0013 0716 0.947 0.678 0.371 0.286
| Perna; TA 43.17 1300 -0.137 0.0346 -0.456 0.0628 0.013 0.0016 0.706  0.942  0.665 0.377 0.289
J Umbigo; TA 37.20 1.085 0.020 0.0296 -0.082 0.0516 0.003 0.0014 0.688 0.934  0.643 0.386 0.299
K Orelha; UR 4573  1.800 -0.211 0.0325 -0.183 0.0191 0.005 0.0005 0.701  0.940 0.659 0.379 0.292
L Pescogo; UR 38.12 1.822 -0.001 0.0483 -0.126 0.0281 0.004 0.0007 0.701  0.940 0.659 0.380 0.296
M Cauda; UR 4330 0.923 -0.141 0.0252 -0.173 0.0167 0.005 0.0004 0.720 0.948 0.683 0.369 0.282
N Perna; UR 4490 1.304 -0.182 0.0347 -0.194 0.0216 0.005 0.0006 0.706  0.942 0.665 0.377 0.287
o Umbigo; UR 36.57 1.093 -0.038 0.0298 -0.024 0.0177 0.001 0.0005 0.681 0.931 0.634 0.390 0.301
P Orelha; ITU 52.00 2.346 -0.403 0.0637 -0.236 0.0351 0.007 0.0009 0.705 0.942 0.664 0.377 0.290
Q Pescogo; ITU 4258 3.561 -0.138 0.0939 -0.159 0.0514 0.005 0.0013 0711 0945 0.672 0.374 0.292
R Cauda; ITU 50.08 2.023 -0.341 0.0544 -0.238 0.0319 0.007 0.0008 0.719 0.948 0.682 0.370 0.284
S Perna; ITU 52.03 2.689 -0.391 0.0709 -0.260 0.0403 0.007 0.0011 0711 0.945 0.672 0.374 0.287
T Umbigo; ITU 34.32  0.404 0.075 0.0118 0.023 0.0009 ns ns 0.697 0.938  0.654 0.381 0.295

Gréficos de residuos (observados - preditos) como uma fung&o de valores preditos centrados s&o mostrados na Figura 4. r. = Correlagdo entre os valores observados e preditos, Cy, = fator de corregéo de viés, Coeficiente
de correlacéo de concordancia CCC, RMSE = erro quadratico médio, MAE = erro absoluto médio.
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V - CAPITULO II

Avaliacéo da técnica de méscara facial para mensuracéo de metano
entérico em vacas em lactacao

Resumo Simples: Mensuragdes de curta duracdo tém sido utilizadas para verificar a
producdo de metano entérico em ruminantes. No entanto, a acuracia e a precisdo dessas
técnicas ainda ndo sdo completamente definidas. O estudo de modelos lineares nesse
trabalho mostrou que a avaliagdo das emissdes de metano, quatro horas apds o
fornecimento da alimentagdo aos animais, teve baixa eficiéncia preditiva. No entanto, ao
avaliar a relacdo da producdo diaria de metano na camara respirométrica com
subamostragens, em horarios que melhor se correlacionaram com a média diaria de
emissdo na camara respirométrica, foi possivel observar pontos promissores para
avaliacdo na mascara facial. Estudos futuros, focados no horério mais promissor (10h
apos a alimentacdo matinal) encontrado no presente estudo, devem ser realizados a fim
de se implementar um protocolo padrdo para utilizacdo da maéascara facial como
metodologia para mensuracdo das emissdes de gases de efeito estufa produzidos pelos

ruminantes.

Resumo: O uso do método da méascara facial (MF) para mensuracdo de CH4 entérico em
ruminantes pode ser uma opcdo pratica e mais barata em relagcdo a cdmara respirométrica
(CR), método referéncia. Foi avaliado i) o potencial de utilizacdo da MF quatro horas
apos a alimentacdo matinal e ii) buscou-se identificar os horarios mais promissores para
mensuracdo de CH4 na MF, com base em subamostragens na CR. A emissdo de CH de
109 vacas leiteiras (551.3 £150 kg) foi obtida por CR e MF. Avaliaram-se dados de CMS
(consumo de matéria seca), producdo diaria, rendimento e intensidade de CHs. O CMS
foi diferente entre CR e MF. O coeficiente de determinacdo (R?) e coeficiente de
correlacdo e concordancia (CCC) foi 0.2 e 0.45 respectivamente. Avaliaram-se

subamostragens na CR. As correlacdes foram altas e positivas (p> 0.82) entre os valores
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obtidos nas subamostragens. Os valores de R? variaram de 0.35 a 0.67. O CCC maximo
para as subamostragens da CR foi de 0.80. O horério mais adequado para avaliagdes pela
MF foi o de 10h apos a alimentacdo matinal e novos estudos devem ser realizados para
que seja avaliada a capacidade da técnica para fenotipagem de alto desempenho.

Palavras-chave: calorimetria, mudanca climatica, metano, ensaio de respirometria

Introducgéo

A agricultura é responsavel por aproximadamente 14,5% dos gases de
efeito estufa (GEE) de origem antropogénica [1]. As emissdes desses gases pelos bovinos
representam 65%. Além disso, as emissdes de gases pelos animais representam perda de
energia para mantenca e produgdo. O desenvolvimento de estratégias para diferentes
sistemas de producdo animal para mitigacdo de GEE depende da disponibilidade, da
precisdo e do preco das técnicas utilizadas na avaliacdo das trocas gasosas [2].

A técnica de medicdo de metano (CH4), reconhecida como padrdo ouro em
bovinos, é a cdmara respirométrica (CR) [3]. Essa metodologia permite medir a emissao
de gases pelos animais em condic¢des similares ao seu ambiente de producédo natural. A
CR tem sido utilizada em estudos para avaliar as emissdes de metano em ruminantes [4,5].
No entanto, sdo necessarios estrutura de laboratorio e alto investimento em equipamentos
que ndo podem ser utilizados para avaliagdes em sistemas de pastejo.

As técnicas de medicdo de curta duracdo (short term measurements)
podem ser uma alternativa aos métodos tradicionais. Como exemplo, a técnica de mascara
facial (MF) tem o principio semelhante a CR em termos de medicéo das trocas gasosas.
Essa técnica tem a vantagem de poder avaliar um grupo de animais em menor tempo e
com um custo relativamente baixo. Oss et al., [4] relataram que a MF pode ser usada para
avaliar as emissdes de metano, pois observaram resultados semelhantes com outras duas
técnicas convencionais (CR e gés tracador (SF6)). Silveira et al. [6] utilizaram a técnica
da méscara facial, quatro horas apds a alimentacdo, em estudo que comparava os efeitos
da substituicdo de farinha de soja pela torta de soja em bovinos leiteiros. Eles observaram
que a MF foi acurada para a predicdo da emissdo de metano, comparando com 0s
resultados obtidos pela cdmara respirométrica. No entanto, 0s autores sugerem
formulacédo de equagdes que melhor predizem o comportamento da produgéo de CHa.

Para Hristov et al., [7] e Hristov et al., [8], técnicas que utilizam avaliacdes de

curto prazo para medir as emissdes de CH4 em ruminantes, apesar de economicamente
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viaveis, apresentam limitagGes, como o melhor momento e quantas medicOes diérias sao
necessarias para se obter resultados precisos [9]. Os objetivos da presente pesquisa foram:
i) comparar as metodologias de avaliacdo de CHs entérico por CR durante 20h de
avaliacdo e com o método da MF durante 30 minutos, quatro horas apos a alimentacao;
ii) avaliar o potencial de utilizacdo das subamostragens na CR (240, 260, 640, 660 e
680min apds a alimentacdo) para encontrar o horario mais apropriado para utilizagdo da
MF.

Materiais e Métodos

Banco de dados, animais e variaveis avaliadas

O banco de dados continha informacgdes de quatro (A, B, C e D) experimentos
realizados no Complexo Experimental Multiusuario de Bioeficiéncia e Sustentabilidade
da Pecuaria da Embrapa em Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brasil. Esses experimentos
resultaram em dados de emisséo de CH4 provenientes da avaliagdo na CR e na MF. Foram
utilizadas 109 vacas leiteiras (Holandés, Gir e Girolando; 592 + 183 kg de peso vivo)
nos experimentos, utilizando as técnicas de CR e MF para mensurar a producdo do gas
metano CHa. As informaces gerais do banco de dados e os protocolos adotados com 0s
animais, conforme a Comissdo de ética no uso de animais da Embrapa Gado de Leite
estdo descritos na Tabela 1.

O alimento fornecido e as sobras foram mensurados para determinar 0 consumo
de matéria seca (CMS). O rendimento de metano (CH4 g/kg MS) foi calculado com base
no CMS e na producdo de CHas e a intensidade de metano (CH4 g/kg leite produzido)
calculada a partir da relagéo entre a producéo de leite dos animais e a quantidade de CH4

emitida.

Mensuragao na camara respirométrica

Quatro camaras respirométricas foram usadas de acordo com as especificagdes e
procedimentos descritos por Machado et al., [10] e Oss et al., [4]. As vacas foram
mantidas dentro das camaras por dois dias consecutivos, por aproximadamente 20 horas
em cada dia de mensuracdo dos gases. Antes das mensuracdes iniciarem, 0s animais foram
alimentados com 50% da dieta total do dia. Apds o fechamento da cémara, o0s
procedimentos analiticos foram iniciados. No turno vespertino, momento em que

acontece a segunda ordenha do dia, o sistema de leitura das producdes de gases era
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pausado. Apds o término da ordenha, as vacas retornavam as camaras. Nesse ponto, eram
fornecidos os 50% restantes da dieta de acordo com seus requerimentos para producéo de
leite e em seguida as anélises eram restabelecidas. Foram utilizadas duas mensuragdes de
20h por animal.

A emissdo de CHs entérico pelas vacas foi calculada pelas diferengas das
concentragfes gasosas (VCHa) no ar de entrada (ar externo) e saida das camaras e pelo
fluxo de ar utilizado conforme descrito por Machado et al., [10] usando a equacdo

proposta por Lighton [11]:

[(FeCHa - FiCHs) + FiCHy x (FiO2) + FiCHs x (FeCO»)] 1)
(1+ FiCHa)

Onde: FR = taxa de fluxo; Fe = concentracdo de saida; Fi = concentracdo de

VCH4=FR x

entrada.

Mensuracao na Méascara Facial

A mensuracdo na MF ocorreu em dias diferentes das coletas realizadas na CR. A
méascara facial foi utilizada de acordo com as especificacbes e procedimentos
estabelecidos por Oss et al., [4]. Os mesmos animais que tiveram a producdo de gas
mensurada na camara foram submetidos as coletas na MF. O periodo de duas semanas de
adaptacdo dos animais a MF foi necessario para que as coletas se iniciassem. A emissao
de CHj4 foi medida duas vezes (dias 1 e 2) subsequentes a CR usando a MF quatro horas
apos alimentacdo (ponto escolhido de acordo com as estratégias de manejo utilizadas na
estacdo experimental). As medic6es individuais foram realizadas durante 30 minutos. A
MF foi construida no Complexo Experimental Multiusuario de Bioeficiéncia e
Sustentabilidade da Pecuaria da Embrapa Gado de Leite e adaptada segundo Oss et al,
[4].

Foi utilizado um garrafdo de polietileno (10 litros de capacidade) com abertura
de 30 centimetros para possibilitar o encaixe da boca e do nariz do animal (Figuras 2 e 3).
Na parte externa do garrafdo de polietileno foi instalada a cdmara de ar com dimensdes
de 3.25 x 6cm. A camara foi adaptada para promover pressdao de forma a possibilitar o
encaixe entre a méascara e a cabe¢a do animal, mantendo a vedacdo do sistema e
impedindo a saida de gas através dessa abertura. Na parte central externa da méascara

(Figura 2), quatro flanges de 25 x % (Figura 1) foram adaptadas para permitir a instalagdo
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de vélvulas (Valves non-rebreathing Era® Mask, Australia) para garantir a entrada do ar
externo dentro da MF e ndo permitir a saida do ar exalado.

Na porcdo afunilada da MF foi acoplada a flange de 50mm e um adaptador que
foi utilizado para conectar uma tubulagdo flexivel (Kanaflex 2 ”S / A Industria de
Plasticos, SP, BR) que fazia a conexao direta a um recipiente plastico com capacidade de
100 litros, o que permitia observar o comportamento dos movimentos de expiracdo e
inspiracdo do animal. Outro tubo flexivel (Kanaflex 2” S/A Industria de plasticos, SP,
BR) foi conectado ao sistema que interligava o recipiente plastico a um fluxémetro de
massa (FK500, 75-500 L/min, Sable Systems, Henderson, NV, USA). A tubulacédo de
saida do recipiente de PVC foi acoplada a uma estrutura em forma de T, feita de material
plastico rigido (800 mm de comprimento x 50 mm de didmetro), disposta no sentido
longitudinal (Figura 2), contribuindo para a homogeneidade do ar interno do recipiente.

O célculo da taxa de produgdo de CHs foi realizado conforme descrito por
Machado et al., [10]. Os volumes diarios em litros por dia (L / dia) foram calculados
multiplicando os volumes de CH4 por 1440 (total de segundos por dia). A Figura 1
representa um dos animais sendo avaliado pelo método da coleta spot de curta duracao
via MF, o desenho esquematico da MF (Figura 2) e o sistema utilizado para coleta dos

gases (Figura 3).

Procedimentos estatisticos

Os valores de produgdo CHas obtidos pela CR ao longo das 20h de avaliacdo
totalizaram 60 pontos para cada medida, estes chamados de pontos parciais. Em seguida,
cada ponto parcial foi extrapolado gerando um valor de producédo diaria. Esses pontos
foram assumidos como caracteristicas diferentes no modelo a fim de avaliar qual seria o
momento, durante as 20h. , que apresentaria maior correlacdo com a producéo total diéria.
Modelos de regressdo aleatdria via polinbmios de Legendre tém sido comumente
utilizados para um melhor ajuste da variagdo fenotipica e genética de caracteristicas
economicamente importantes [12, 13]. Foi utilizado um modelo de regressdo aleatoria,
ajustando-se o intercepto para a produgéo total, e intercepto e coeficientes de regressao
(linear e quadratico) para as medidas parciais. O modelo estatistico foi descrito da

seguinte forma:

y=XB+Q, (Z,a)+e, 2
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onde y é o vetor das observagdes (parciais e totais para as emissfes de CHa); b é
um vetor de efeitos fixos [experimento (n= 4 niveis) para ambas as técnicas e dia (n=2
niveis) somente para as medidas parciais]; Qt é a matriz dos polinémios de Legendre de
primeira ordem para o periodo de tempo padronizado no intervalo de -1 a 1, que
corresponde a um intervalo de 20 a 1200 [gt0 = 1 e qt1 = X, em que t indica o periodo de
tempoe x =-1+ 2 (THI - 20) / (1200 - 20)]; a é um vetor de coeficientes de regressdo
aleatorios para o efeito de animal; X e Z sdo matrizes de incidéncia que atribuem
observac0es a efeitos; e é o vetor de residuos.

A estrutura da covariancia foi a seguinte:

a| 19K, 0 3
Var| |= o, ®)
e 0 R
onde ® é o produto Kronecker; | é a matriz identidade; Ka € uma matriz de
coeficientes da funcao de covariancia no periodo de tempo padronizado t responsavel por

ambas as variaveis (total e parcial); R € uma matriz de covariancia. Ent&o,

szm 0 0 Gyn, Onubn, Chibs
0 00 0 0 0
0 00 0 0 0
K,= Oy, O O Jbzo . Ou.b, Onub, | (4)
Oy, b, 0 0 Oty i, Gﬁm Ty, by,
| Oy 0 0 Oty Obyyby, O'bz2 ,

em que, ajo and o _séo variancias de intercepto para mensuragdes total (1) e

1 0,2
parcial (2) respectivamente; aéz e abzz _sdo inclinacdo e variancias quadraticas para as
medidas parciais respectivamente; oy, ., 0y b, Oy b O, Obyybys iy, SA0

covariancias (duas a duas) entre os termos de interceptacdo (bo), inclinacdo (b1) e
quadrético (b2) termos para as medidas totais (1) e parciais (2) para as duas caracteristicas
estudadas CHa. Os componentes da variancia foram estimados utilizando-se o modelo da

maxima verossimilhanca restrita via programa REMLF90 [14].
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Para avaliar qual ponto das curvas de emissdo de CH4 pode ser descrito como o
melhor preditor indireto da emissdo diaria total, as correlagBes entre cada ponto e a
medicdo total foram calculadas por:

r:(bo,l’ bo,2+ bl,2t + bz,ztz) 5)

Um algoritmo proprio em linguagem octave
(https://www.gnu.org/software/octave/) foi utilizado para estimar as correlagdes. O
codigo supracitado pode ser fornecido mediante solicitagéo.

Comparacao entre a Camara Respirométrica e a Mascara Facial

O teste de analise de varidncia (ANOVA) foi aplicado utilizando os pacotes nime
(https://cran.r-project.org/web/packages/nime/nime.pdf) e  Ime4  (https://cran.r-
project.org/web/packages/Ime4/Imed.pdf) no software R (Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria) para comparar a mensuragio de curta duracio (MF) com a
camara respirométrica utilizando todo o banco de dados (n= 109 animais) para as
variaveis de CMS, rendimento (g/kg CMS) de CHa e intensidade (g/kg leite produzido)
de CHa.

Acuracia e precisao entre as técnicas

Para calcular o R?, regressdes foram testadas para as variaveis (pontos parciais que
mostraram altas correlagdes entre a CR e MF para a produgdo de CH4 no software R
(Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) [15]. Os procedimentos de
validacdo dos valores observados e preditos para producdo de CHa4 foram testados. O
ajuste do modelo de regressdo linear foi feito com base nos valores observados na cdmara
respirométrica (variavel independente) sobre os valores preditos na méascara facial
(variaveis dependentes). Para estimar os parametros de regressdo, a hipdtese nula
independente foi testada de acordo com Neter [16]:

Ho:p0=0oupl=1

Ha : ndo Ho

O vies médio (MB) foi calculado de acordo com Cochran e Cox (1957):

n

1
MB:_Z(Xi_yi) (6)
N
onde x = valores observados ,y = valores preditos e n € o niUmero de observacdes.
O coeficiente de correlacdo e concordancia (CCC), que indica a precisdo e a

acurécia foi calculado de acordo com Lin [17]. A avaliacdo comparativa da eficiéncia das
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equacdes de predicédo foi feita para o erro quadratico médio (MSE) segundo Bandemer
[18]:
MSE=2Y" (¢ - )’ ™
i=1

onde x = valores observados y = valores preditos.

Posteriormente, o teste de ANOVA foi aplicado utilizando os pacotes nilme
(https://cran.r-project.org/web/packages/nime/nime.pdf) e  Ime4  (https://cran.r-
project.org/web/packages/Ime4/Imed.pdf) no software R (Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria) para comparar a mensuracdo da CR com os pontos de

subamostragens selecionados na camara.

Resultados
Dinamica de producédo de CHs e comparacdo entre Camara respirométrica e
Mascara Facial quatro horas apés alimentacao

A dindmica de produgdo de CH4 na cdmara respirométrica estd representada na
Figura 4. Foram utilizados dados de 20 horas de avaliagdo na CR e as linhas azul e
vermelha indicam os valores médios extrapolados para 24h da MF e CR respectivamente.
A média de producao total na CR foi de 437.61L de CHa/dia (linha vermelha) e a da MF
foi de 447.78L de CHa/dia (linha azul) (n=109). As setas (Figura 4) indicam o momento
do fornecimento da dieta. Nos tempos: 2 horas depois da alimentacdo da manhé e 2h e
40min depois da alimentacdo da tarde foram observados os picos de producdo de CH4
pos-prandial.

Os valores de producdo de CH4 foram semelhantes entre as técnicas (P>0.03;
Tabela 3). J& 0 consumo de matéria seca (CMS) diferiu entre as metodologias de CR e
MF (P<0.01; Tabela 3). O rendimento (g/kg CMS) de CH4 foi de 28.76 g/kg CMS para
CR e 28.45 g/kg CMS para MF (P=0.6685; Tabela 3). A intensidade (g/kg leite produzido)
de CHj4 foi de 18.09 g/kg leite produzido para CR e 19.35 g/kg leite produzido para MF
ndo apresentando diferencas entre as técnicas (P= 0.0724, Tabela 3).

O valor de R?entre as técnicas foi baixo (0.20) (Tabela 3). O CCC para emiss&o
de CHg4 foi 0.45 (Tabela 3).



44

Avaliacgdo das subamostragens na CR para escolha do melhor horario para coleta
spot de metano entérico com MF

As correlagbes foram altas e positivas (P> 0.82) para todos os pontos de
subamostragem (240, 260, 640, 660 e 680min) em relacdo aos valores de producéo total
obtidos na CR (Figura 4). Os pontos de subamostragens de 240 e 260min, apds a
alimentacdo matinal, foram selecionados para avalia¢fes pela proximidade dos horérios
de 4h empregado inicialmente no estudo com MF (P>0.97); j& os horérios de 640, 660 e
680 foram selecionados para estudo mais detalhado, por terem apresentado valores
extrapolados mais proximos da producdo diaria na camara (P>0.98) (Figura 5).

Né&o foram observadas diferengas para emissédo de CHa, rendimento e intensidade
de CH4 (P>0.49, Tabela 4) entre a CR e cada ponto da subamostragem da CR (240, 260,
640, 660, 680min).

Os coeficientes de determinacdo (R?) mais elevados (0.66, 0.67 e 0.65) foram
obtidos para subamostragens préximas a 10 h apds a alimentagdo (640, 660 e 680min
respectivamente). O CCC mais baixo (0.58) foi observado no ponto de subamostragem
240 (Tabela 4). Amostragens proximas a 10 h apds a alimentacdo apresentaram CCC
acima de 0.79 (Tabela 4).

Discusséo

O comportamento da dindmica de producdo de metano caracterizou-se por um
rapido aumento na emissdo apOs a alimentacdo, seguido por queda até a proxima
alimentacdo. Isso ocorreu, provavelmente, devido a disponibilidade de matéria seca no
ramen. A producdo didria de CHs normalmente exibe comportamento padrdo entre o
tempo de alimentacdo e o de consumo, 0 pico e em seguida uma queda linear [19].
Crompton et al. [20] avaliaram o efeito da frequéncia de alimentacdo na emissdo de CHa,
durante o dia em vacas e encontraram valores maximos de 632 L CHa/dia para a maior
frequéncia de alimentacdo (1 vs. 4 vezes de fornecimento ao dia). O comportamento da
producdo de CH4 observado por esses autores foi semelhante ao do presente trabalho. A
dindmica de producdo do CHj4 esta altamente relacionada ao tempo apos a alimentagéo
[21].

Baseando-se no horario estratégico da segunda ordenha (turno vespertino), diaria
no campo experimental e no momento (entre quatro e seis horas apds a alimentacao) que

se observa alta correlagdo com a média de produgdo diaria de CHa4, as coletas realizadas
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com a MF foram conduzidas quatro horas ap6s a alimentacao [22, 20]. Estudos realizados
por Silveira, et al. [6] demonstraram resultados promissores com a técnica da MF,
utilizando esse mesmo intervalo de tempo entre a alimentacdo e as mensuragdes dos
gases. Foi observado que as mensuracGes de curta duracdo podem estar fortemente
correlacionadas com a emissdo diaria de CH4 dependendo do momento apos a
alimentacédo, ponto em que séo realizadas as coletas de gases [23, 24].

Antes de submeter os animais as coletas na MF, foi realizada adaptagdo ao uso da
mascara por duas semanas. No entanto, foram observadas diferencas para o0 CMS. Esse
fato pode ser explicado pelas caracteristicas metodolégicas da técnica. Ndo ha
possibilidade de efetuar a mensuragéo das produgfes dos gases na MF no mesmo dia de
coleta da CR, pois pode haver efeito de confundimento entre os resultados de CMS.
Existem criticas relacionadas a comparacéo das técnicas de mensuracao de curta duracéo
[25] e esse fato pode estar associado a metodologia empregada no presente estudo.

O método de MF possui vantagens como a possibilidade de avaliacdo em massa
de um rebanho, além de ser mais barato e conduzido em tempo mais curto. No entanto, a
acuracia e precisdo das técnicas de curta duragcdo para mensurar as emissoes de CHs ainda
ndo foram completamente elucidadas [26]. Quando a analise dos dados é fornecida
apenas por regresséo linear, os resultados podem apresentar falta de sensibilidade e muitas
vezes ndo fornecem uma interpretacdo adequada [6]. Sendo assim, 0 R% ndo deve ser o
unico critério para avaliar a exatidao e precisdo dos dados [27].

O variavel rendimento de CH4 esté relacionado com o CMS. A quantidade de CH4
produzida pelo animal pode ser interpretada pela quantidade de matéria organica digerida
no ramen, particularmente a fracdo de fibra. Os principais determinantes da producéao
diaria de metano sdo ingestdo de matéria seca e composicdo da dieta: quanto mais
alimento consumido e/ou maior o teor de fibra da dieta, maior sera a quantidade de metano
produzido por dia [28, 29]. O rendimento de CH4 ndo apresentou diferencas, indicando a
similaridade entre a MF e CR para essa variavel, mesmo existindo variagdo no CMS.
Moate et al. [30] encontraram diferencas entre os valores de rendimento e intensidade de
CHs em vacas leiteiras alimentadas com diferentes proporgdes de trigo e observaram
decréscimo dessas variaveis nos animais que recebiam mais de 30% de trigo na
composigdo da dieta. Resultados semelhantes foram reportados por Oss et al. [4]
,comparando diferentes técnicas de avaliacdo de producgdo de gases: gas tracador SFs, MF
e CR.
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A eficiéncia preditiva foi baixa (CCC = 0.45, Tabela 3), apesar de os valores de
producdo, rendimento e intensidade de CH4 terem sido semelhantes entre as técnicas. No
entanto, 0 método de MF pode conferir melhor bem-estar ao animal, quando comparado
as coletas realizadas na CR, uma vez que 0s animais sdo confinados por 30 minutos,
permitindo comportamento e atividade normais durante a maior parte do dia. Uma
avaliacdo mais aprofundada sobre a técnica é necessaria, visto que ndo é possivel
recomendar mensuracdes de curta duracdo com MF quatro horas ap0ds a alimentacao.

As menores correlacdes observadas nas extremidades do grafico (Figura 4)
devem-se ao numero reduzido de observacbes no inicio e no final da avaliagdo. 1sso
ocorreu porque o horario de inicio da avaliagdo na camara respirométrica difere entre os
animais. Esse comportamento € comumente observado quando os polinbmios de
Legendre sdo utilizados [12]. Uma critica comum ao uso dessa metodologia é que no
intervalo final os dados sdo insuficientes, os parametros estimados podem ndo ser
precisos, resultando em estimativas incorretas dos componentes de variancia [31].

Estudos conduzidos por Oss et al. [4] destacaram valores de CCC de 0.71 ao
compararem as técnicas de CR e MF em touros. McGinn et al. [32], ao analisar os efeitos
do método de CR com o gés tracador SFe para mensuragdo das emissdes de CH4 em
novilhos de corte, também observaram concordéncia entre as técnicas (CCC de 0.79).
Porém, os resultados, com base em mensurag6es de curta duracdo para avaliar a producao
de CH4 em ruminantes, ainda apresentam acurécia e precisao variaveis entre os estudos,
sendo influenciados pelo método empregado e pelo nimero de animais [26, 7, 8]. Além
disso, de acordo com Silveira et al. [6] , métodos estatisticos para validacdo da técnica da
MF para prever com acuracia e precisdo a producdo diaria de CH4 podem alterar o0s
resultados observados. Recomenda-se a elaboracdo de um protocolo padronizado para
mensuracao e calculo da produgdo de CH4, 0 que permitird a implementacdo da técnica.

A baixa eficiéncia preditiva para avaliacdo da metodologia da MF quatro horas
apos a alimentacdo (Tabela 4) confirma a limitacdo desse horario para mensuracao de
curta duragdo com MF empregada no presente trabalho. Apesar de esse horério ser
favoravel as condicbes de manejo na fazenda, por ser proximo ao periodo de ordenha, 0s
horéarios para amostragem de curta duragdo mais apropriados sao 10h apos a alimentacéo
matinal. Assim, novos estudos devem ser realizados para verificar a viabilidade de

utilizacdo da méscara facial nesse horério.
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Concluséo
A avaliagdo da emissdo de CHas entérico, usando MF quatro horas apds a
alimentacdo, apresentou baixa acuracia e precisdo. Em estudo de prospec¢do para a
escolha de melhores horarios com base nas subamostragens na CR, comprovou-se que
quatro horas apos a alimentacao ndo foi o mais adequado para coleta spot com MF e que
10h apds a alimentacdo matinal foi 0 horério que possibilitou predigdes mais acuradas e
precisas. Assim, novos estudos devem ser realizados para verificar a viabilidade de

utilizacdo da méascara facial no horario supracitado.
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