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RESUMO

Ornelas, Lais Trindade de Castro. Impacto da divergéncia na emissdo de metano
entérico sobre o metabolismo e predicdo do consumo de agua em vacas leiteiras.
Itapetinga, BA: UESB, 2021. 106p. Tese. (Doutorado em Zootecnia, Area de
Concentracdo em Producdo de Ruminantes)*.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de: i) avaliar os efeitos da classificacdo
fenotipica divergente em novilhas leiteiras Holandés x Gir para emissdes de metano em
relagdo ao metabolismo animal; ii) desenvolver equagOes de predi¢cdo para 0 consumo
de agua de vacas em lactagdo nas condicdes tropicais. Sendo assim, realizaram-se dois
experimentos. No primeiro trabalho foram avaliados os efeitos da classificacdo
fenotipica divergente em novilhas leiteiras Holandés x Gir para emissdo de metano
(EME) em relacdo ao desempenho, digestibilidade, particdo de energia e nitrogénio,
metabdlitos sanguineos e temperatura da superficie corporal. Trinta e cinco novilhas
foram classificadas como alta e baixa para producdo para EME (g metano/animal/dia),
rendimento da EME (g metano/kg de matéria seca consumida) e intensidade da EME (g
metano/kg de ganho de peso corporal). A digestibilidade foi avaliada pela coleta total de
fezes e urina. As trocas gasosas foram obtidas em c&maras respiratorias de circuito
aberto. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e 0s grupos
divergentes foram comparados pelo teste de Fisher (P<0,05). Nao foram encontradas
diferencas nas caracteristicas de consumo entre 0s grupos de producéo e intensidade de
metano. O grupo de baixo rendimento apresentou maior consumo. Para digestibilidade e
temperatura em diferentes locais do corpo, ndo houve diferencgas entre as variaveis. O
grupo de alta producéo apresentou maiores perdas de energia como producdo de metano
e calor. O grupo de baixa intensidade apresentou maior energia digestivel, balanco
energético e razdo entre energia metabolizavel e digestivel. O nitrogénio urinario (g/d)
foi 14,3% menor no grupo de baixa produgdo. Houve diferenca entre 0s grupos
divergentes da producdo de metano para a ingestdo de nitrogénio, digestivel e retido. As
caracteristicas de particdo de energia e nitrogénio estdo correlacionadas com 0s animais
divergentes para producéo e rendimento de metano, diferente da intensidade de CH4 que
ndo houve diferenga entre os grupos. O grupo de baixa producdo apresentou menor
concentracdo de insulina no sangue. A técnica de termografia por infravermelho néo

apresentou capacidade para identificar animais divergentes para emissdao de CHa.



XVi

Contudo, verificou-se que a melhor forma de avaliar a divergéncia de emissédo de CH,4 é
através da producdo e rendimento de CHj No segundo trabalho, equacdes foram
desenvolvidas e avaliadas para prever o consumo de dgua (CA) de vacas leiteiras de trés
composicoes raciais (Holandés - HOL, F1 %2HOL x %2GIR; e % HOL x ¥ GIR) usando
desempenho, dieta e condi¢BGes climaticas como preditivas varidveis. Um banco de
dados de 7.300 registros foi usado para desenvolver modelos preditivos. Os efeitos da
composicdo racial foram determinados por ANOVA e as equagdes preditivas CAL
foram desenvolvidas por regressdao multipla usando CMS (kg / dia), MS da dieta (%),
teor de proteina bruta da dieta (PB, %MS), teor total de cinzas (cinzas, %MS), teor de
concentrado de racdo (COM, %), producdo de leite PL (kg/dia), peso corporal PC (kg) e
indice de temperatura e umidade (DZ, °F) como variaveis preditivas. A avaliacdo dos
modelos existentes e desenvolvidos recentemente foi realizada usando o Model
Evaluation System (MES; 3.1.13, College Station, EUA). O consumo de agua diferiu
entre as composicdes das ragas em condi¢Bes climaticas tropicais. Animais Holandés
apresentaram o maior CA (71,1 L / dia) do que F1 e %HZ (61,0 e 59,0 L / dia,
respectivamente). A Equacdo 6 para Holandés e F1 teve o melhor desempenho
preditivo, caso contrério, para % Holandés, a equacdo 8 foi a melhor. As equagbes de

extensdo 2, 4 e 9 para ¥ Holandés apresentaram maior precisdo e acurécia..

Palavras-chave: Calorimetria, Consumo de agua, Gases de efeito estufa, Girolando,
Utilizag&o de nitrogénio.

* QOrientador: Luiz Gustavo Ribeiro Pereira, Dr. Pesquisador Embrapa Gado de Leite; Co-orientador:
Thierry Ribeiro Tomich, Dr. Pesquisador Embrapa Gado de Leite.
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ABSTRACT

Ornelas, Lais Trindade de Castro. Impacts of the divergence in enteric methane
emission on the metabolism of dairy cows and prediction of drinking water intake
in dairy cows. Itapetinga, BA: UESB, 2021. 106p. Tese. (PhD in Animal Science, Area
de Concentracdo em Producdo de Ruminantes)*.

This work was carried out to: i) evaluate the effects of divergent phenotypic
classification in Holstein x Gyr dairy heifers for methane emissions in relation to animal
metabolism; ii) develop prediction equations for water consumption of lactating cows
raised under tropical conditions. Therefore, two experiments were carried out. in the
first work, were evaluated the effects of divergent phenotypic classification in
crossbreed Holstein x Gyr dairy heifers for methane emissions in relation to
performance, digestibility, energy and nitrogen partition, blood metabolites and
temperature of body surface were evaluated. Thirty-five heifers were classified as high
and low emission for CH4 production (g/day), yield (g/kg dry matter intake) and
intensity (g/kg average daily gain). Digestibility was evaluated by total collection of
feces and urine. Gas exchanges were obtained in open-circuit respiratory chambers. A
completely randomized design was used and divergent groups were compared by
Fisher’s test. No differences were found in intake traits between groups of CHja
production and intensity. The low yield group had higher intake. For digestibility and
temperature at different body sites were no differences between variables. High
production group had higher energy losses as methane and heat production. Low
intensity group had higher digestible energy, energy balance and ratio between
metabolizable and digestible energy. Urinary nitrogen was 14.3% lower for low
production group. There was a difference between methane yield divergent groups for
nitrogen intake, digestible and retained. Energy and nitrogen partitioning traits are
correlated to the animals divergent for methane production and yield. The low
production group presented lower blood insulin concentration. It was not possible to
identify divergent animals for CH4 emission using the infrared thermography technique.
The second work, equations were developed and evaluated to predict the drinking water
intake (CAL) of dairy cows from three breed compositions (Holstein - HOL, F1 %2HOL
x ¥%2.GYR; and 3/4 HOL x 1/4GYR) using performance, diet, and climatic conditions as
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predictive variables. A database of 7300 records was used to develop predictive models.
The effects of breed composition were determined by ANOVA and predictive CAL
equations were developed by multiple regression using CMS (kg/day), diet DM (%),
dietary crude protein content (CP, % DM), total ash content (ash, % DM), feed
concentrate content (CON, %), MY (kg/day), PC (kg) and temperature and humidity
index (DZ, °F) as predictive variables. The evaluation of extant and newly developed
models was performed using the Model Evaluation System (MES; 3.1.13, College
Station, USA). Water consumption differed between breed compositions under tropical
weather conditions. Holstein animals had the highest CAL (71.1 L/day) than F1 and
%HZ (61.0 and 59.0 L/day, respectively). Equation 6 for Holstein and F1 had the best
predictive performance, otherwise, for % Holstein, equation 8 was the best. The extent
equations 2, 4 and 9 for % Holstein showed greater precision and accuracy. In
conclusion, we propose new models, and extant models were identified to predict CAL
for dairy cattle raised in tropical conditions.

Key words: Calorimetry, Drinking water intake, Greenhouse gas, Girolando, Nitrogen

utilization

* QOrientador: Luiz Gustavo Ribeiro Pereira, Dr. Pesquisador Embrapa Gado de Leite; Co-orientador:
Thierry Tomich Ribeiro, Dr. Pesquisador Embrapa Gado de Leite.



| - INTRODUCAO

O metano (CH,4) é um dos gases de efeito estufa (GEE), que se destaca por
grande parte de sua emissdo ser antropogénica e por possuir potencial de aquecimento
global 25 vezes maior que o didxido de carbono (IPCC, 2007).

De acordo com o IPCC (2014), globalmente, as emissées de GEE da agricultura
representam cerca de 10-12% (5,0-5,8 Gt de CO, equivalente / ano) do total de
emissdes antropogénicas de GEE. Neste relatorio, a contribuicdo dos ruminantes para as
emissdes antropogénicas globais foi estimada em 6,3%, com as emissbes de GEE da
fermentacdo entérica representando 2,1 Gt de CO, equivalente / ano. A contribuicdo da
fermentacdo entérica para o total de emissdes agricolas de GEE variara por regido,
dependendo da estrutura da producdo agricola e do tipo de sistema de produgdo animal
(HRISTOV et al., 2015). Ja no Brasil, em 2019, o total de emissdes de metano entérico
foi estimado em 12,68 milhGes de toneladas, no qual representa 12,57% da emissao
entérica global (FAO, 2019).

O metano e 0 CO; sdo subprodutos naturais da fermentacdo microbiana de
carboidratos e, em menor grau, de aminoacidos no rumen e no intestino posterior de
animais de criacdo. O metano é produzido em condi¢des estritamente anaerdbicas por
procariontes metanogénicos altamente especializados, todos os quais sdo Archeaes. Nos
ruminantes, a grande maioria da producdo entérica de CH4 ocorre no reticulo-rimen
(GERBER et al., 2013). No entanto, 0 CH,4 ndo é metabolizado pelo animal e a maioria
é eliminada na atmosfera por eructacdo e respiracdo, representando uma perda de
energia bruta ingerida entre 2% a 12% (JOHNSON e JOHNSON, 1995).

Varios estudos investigaram as possibilidades de selecdo genética para baixa
emissdo de metano entérico (EME) em ruminantes (PICKERING et al., 2015b). A
herdabilidade para EME é moderada e pode ser usada como indice de selecdo
(KANDEL et al., 2017). Pickerin et al. (2015a) encontraram herdabilidade de 0,05 para
EME diaria em bovinos leiteiros e Kandel et al. (2017) encontraram maiores valores de
herdabilidade para EME (0,25) e intensidade da EME (0,18) de vacas Holandés de
primeira paridade.

Devido a auséncia de trabalhos conduzidos no Brasil, o desenvolvimento de

estudos para comparar variaveis metabdlicas e produtivas de animais fenotipicamente



divergentes para producdo, rendimento e intensidade da EME é importante para elucidar
como a selecdo animal para menor EME pode afetar o desempenho e metabolismo
animal em climas tropicais.

Além disso, este estudo tem como objetivo identificar varidveis de facil deteccdo
que seriam usadas como uma medida indireta para selecdo de animais que emite menos
metano entérico, uma vez que a medicdo das EME é cara e laboriosos e por isto, ndo é
rotineiramente medida no nivel da fazenda (HERD et al., 2016; PICKERING et al.,
2015b). Um dos métodos indiretos para avaliar a EME foi relatado por Montanholi et al.
(2008), que demonstraram o potencial da termografia infravermelha como um método
simples e de alta correlacdo (r = 0,77, P <0,01) através da analise da diferenca de
temperatura entre os flancos esquerdo e direito no periodo p6s-prandial. Por outro lado,
Dijkstra et al. (2011) observaram que a reducdo das EME também pode resultar em
maior excre¢do de nitrogénio, o que enfatiza a complexidade das trocas entre os dois em
escala animal (DIJKSTRA et al., 2011).

As alteraces climaticas e o déficit de agua potavel em algumas regides tem sido
preocupante, assim o abastecimento de &gua para seres humanos e animais esta se
tornando um assunto de importancia crescente. No Brasil, em 2016, o setor agricola foi
responsavel pelo maior consumo de 4gua, equivalente a 35,41 Km®, dos quais 30,09
Km?® para irrigacéo e 5,32 Km? para a pecuéria (FAO, 2012).

A agua é importante por sustentar a vida e otimizar o crescimento, a lactacéo e a
reproducdo do gado leiteiro. No entanto, muitas vezes o fornecimento livre e a
qualidade da agua sdo negligenciados e ndo recebem a atencdo necessaria em
comparacgdo a outros nutrientes (Beede, 2006). A agua potavel pode representar 82% do
total de agua ingerida por vacas em lactacdo (Appuhamy et al., 2014), enquanto para 0s
bezerros lactantes a contribuicdo é inferior a 20%, j& que a maior ingestdo de agua
acontece via leite ou sucedaneo (Thomas et al., 2007).

O consumo de &gua livre (CAL) dos animais é influenciado por diversos fatores,
como a IMS (APPUHAMY et al., 2016; DADO; ALLEN, (1994); HOLTER; JR, 1992),
a producdo de leite (KHELIL-ARFA et al., 2012; MEYER et al., 2004), o teor de
matéria seca (CARDOT; ROUX; JURJANZ, 2008) as condigdes climaticas
(APPUHAMY et al., 2016; MEYER et al., 2004), a ingestdo de sdédio (APPUHAMY et
al., 2016; MEYER et al., 2004) e o estado fisiologico do animal (APPUHAMY et al.,
2016; HOLTER; JR, 1992). Equac6es foram desenvolvidas para prever as necessidades

de agua do gado leiteiro utilizando essas variaveis preditoras. Esses modelos para



estimar o CAL sdo importantes para o planejamento de fornecimento de agua ao
rebanho, contribuindo para uma melhor deteccéo de desperdicios e déficit no sistema de
producdo (BUITRAGO, 2016). Para avaliacdo do CAL ja existem opcdes de modelos
precisos na literatura. Porém, para as nossas condi¢des tropicais sdo necessarios estudos
adicionais para melhorar e adaptar as equagOes de predigcbes com a utilizagdo de dados
de animais com divergéncia genética, alimentados com dietas variadas e em diferentes
ambientes como variaveis preditoras.

Outro fator importante é a qualidade da agua fornecida aos animais que pode
afetar o consumo via efeitos diretos (aceitabilidade) e por afetar as fungdes digestivas e
fisiologicas do animal. A avaliacdo da qualidade da agua inclui as propriedades
organolépticas (odor e sabor), propriedades fisicas e quimicas, presenca de compostos
toxicos, concentracdes de macro e micro minerais e contaminacdo microbiana (Beede,
1992; Patience, 1994).

Il - REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUCAO DE METANO NO RUMEN

A fermentacdo microbiana entérica primaria produz acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) como o acetato, propionato e butirato, lactato, alcoois (etanol), succinato
e outros AGCC de cadeia ramificada. Além disso, séo produzidos gases CH4, CO2, Ho e
N2 (JANSSEN, 2010).

O metano ¢ subproduto natural da fermentacdo microbiana de carboidratos e, em
menor grau, de aminoacidos no rimen e no intestino posterior de animais de producéo.
E produzido em condigBes estritamente anaerdbias por procariontes metanogénicos, no
qual todos sdo do grupo Archeas (GERBER et al., 2013). Nos ruminantes, as técnicas
atuais estimam que a maior parte da producdo de CH4 ocorre no reticulo-rimen e as
emissOes retais representam cerca de 2 a 3% do total de emissdes de CH4 em vacas
leiteiras (MUNOZ et al., 2012).

O processo de fermentacdo ruminal necessita de equilibrio do sistema, no
qual as archaeas metanogénicas preenchem um nicho importante por reduzir o CO;

e 0 Hy a CH4 e &gua. Este é um processo dindmico, em que as archeas influenciam



fortemente o0 metabolismo de bactérias fermentativas e acetogénicas via
transferéncia de hidrogénio entre espécies (BEAUCHEMIN et al., 2008).

CO;, +8H — CH4 + 2H,0 (metanogénese)

Durante a fermentacdo ruminal, o H, é liberado no rimen atraves da
reoxidacdo dos cofatores reduzidos (NADH, NADPH e FADH) para a producao de
ATP. A producdo de metano reduz a pressdo parcial de Hj favorecendo a
fermentacdo continua. Sem a remocéo de Hy, a reoxidardo adicional de cofatores
reduzidos seria inibida pelo acimulo de Hj, prejudicando consequentemente a
producdo de AGCC (THAUER et al., 2010). Além disso, possui archeas que
também utilizam o formato, acetato, metanol, metilaminas e alcool (ELLIS et al.,
2008). Porém, a contribuicdo desses substratos para a producdo de CH; é bem
pequena, pois 0s microrganismos metanogénicos nao sdo predominantes no rimen
(MORGAVI et al., 2010). Consequentemente, a via de producdo de CH; mais
favoravel nos ruminantes € o produto da oxidagcdo de H; usando o CO; como um
aceptor de elétrons externo (ELLIS et al., 2008).

A producdo de CH4 representa perdas que podem variar de 2% a 12% do
potencial energético dos alimentos consumidos, uma vez que o CH4 produzido nao
pode ser metabolizado no organismo, sendo a maior parte eliminada na atmosfera
por meio do processo de eructacdo/respiracdo (JOHNSON e JOHNSON, 1995).
Entretanto, Hristov et al. (2013) relataram que as emissGes de metano representam
uma perda de cerca de 5 a 7% da energia bruta (EB) da dieta, sendo até 3% em
bovinos alimentados com dietas ricas em grdos que representam cerca de 16 a 26 g /
kg de ingestdo de matéria seca (IMS) na dieta, podendo ser menor em dietas que

contém niveis muito altos nas proporcdes de graos.

2.1.1 Emissao de metano entérico e o metabolismo animal

A emissdo de metano entérico (EMM) possui uma forte relacdo positiva entre a
ingestdo da dieta. A selecdo direta para menor producdo diaria de metano pode
favorecer animais que consomem menos racao e/ou animais mais leves e de crescimento
mais lento, sendo indesejavel. Portanto, para manter a produtividade animal e reduzir a

EMM foram definidas diferentes medidas para quantificar as emissdes de metano



(HERD et al., 2013). Essas medidas podem ser classificadas como aquelas destinadas a
reduzir a emissdo de metano por unidade de produto animal (denominada intensidade de
metano - 1) e aquelas destinadas a reduzir a emissdo de metano por unidade de ingestao
de alimentos (denominada rendimento de metano - R), medindo a produgéo de metano
independentemente do tamanho e do consumo de alimentos (HERD et al., 2013).

De acordo com Dijkstra, Oenema e Bannink (2011), a avaliacdo de estratégias
de mitigagdo da dieta deve basear-se no rendimento de metano, pois evita efeitos do
CMS na producéo total de CH4 (CH4 produzido por animal). A intensidade de metano
reflete a preciséo das praticas de manejo com relacdo ao consumo de ragdo, emissao de
GEE e produtividade animal (FAO, 2010). Portanto, avaliar a producdo de CH4 em
relacdo ao consumo de racdo e em relacdo a producdo de leite é complementar. Para
selecionar quais desses fenotipos usar, é necessario monitorar as associagdes entre o
fen6tipo escolhido, a producdo de CH4 e as outras caracteristicas importantes no
objetivo de criacdo (por exemplo, producdo, fertilidade, longevidade) para evitar
consequéncias desfavoraveis (ANTUNES-FERNANDES et al., 2016).

2.1.1.1 Consumo de matéria seca e digestibilidade

Existe uma forte relagdo positiva entre 0 consumo de racdo e a producdo de
metano (HERD et al., 2013). Portanto, a criacdo de animais com menor producdo de
metano pode ter um impacto prejudicial na produtividade dos ruminantes devido a
reducéo correlacionada ao consumo de ragdo (HERD et al., 2014).

Quando ha um aumento no consumo, aumenta a taxa de saida da digesta no
ramen, assim a dieta fica menos tempo disponivel para a fermentacdo microbiana. A
consequéncia da maior taxa de passagem é uma reducdo na digestdo dos nutrientes, bem
como uma diminui¢do na producdo de CH4 no rimen. Dessa forma, quando aumenta a
ingestdo de ra¢do ha uma diminuicdo do rendimento de CH4 que pode ser consequéncia
da menor taxa de passagem da digesta no rdmen (PINARES-PATINO et al., 2003;
YAN et al., 2010).

No estudo de Hammond et al. (2014) os animais com maior ingestao de racdo de
pior qualidade, aumentou producdo de CH4 (g / d) e o rendimento (g / kg de consumo de
MS) diminuiu, o que foi associado a um aumento no liquido total do trato e nas taxas de
passagem. O aumento das doses ndo teve um efeito significativo no DMS aparente, mas

resultou em taxas de passagem de sélidos mais rapidas e aumento do H, respirado.



Janssen (2010) revisou os principios termodinamicos da taxa de passagem do
rimen que pode afetar as concentracdes de hidrogénio (Hz), CH4, AGV, competicdo
microbiana e taxa de crescimento de archeaes metanogénicas. Um alto indice de
passagem de liquido pode reduzir as populacbes archaeas, levando a um acimulo de H;
e a uma reducgéo na emissdo de CHj, resultante da inibicdo do feedback na producéo de
H,. Por outro lado, o aumento da producdo de H, impulsionard a fermentacdo em
direcdo & metanogénese.

Nos estudos de Pinares-Patifio et al. (2003) e Goopy et al. (2014), a
digestibilidade da dieta demonstrou ser menor em ovelhas com menor emissdo de CH4
comparado com o grupo de alta emissdo de CH4. Este comportamento demonstrou que
o rendimento de CH, foi positivamente associado ao tamanho do pool da digesta no
ramen. Uma diminuicdo de 1,0 g / kg de MS no rendimento de CH, foi associada a uma
reducdo de 10 g/kg na digestibilidade da dieta. Supondo uma concentracdo de energia
bruta de 18,5 MJ / kg de MS, seria esperado que uma reducédo do rendimento de CH4 em
1,0 g / kg de MS estivesse associada a uma diminuicdo na ingestdo de EM em 0,185
MJ, um efeito trés vezes maior que o associado a reducdo de 0,055 MJ de CH,
(LOVENDAHLL etal., 2018).

Pinares-Patifio et al. (2003) ressaltaram que o rendimento de metano foi positivo
e significativamente relacionado ao tempo de retencdo médio aparente da MO e a
digestibilidade aparente da celulose, mas negativamente relacionado a taxa de saida
fracionaria do ramen. Isto sugere que tempos de retencdo mais longos do alimento no
ramen foram associados a uma maior digestibilidade das paredes celulares e, portanto, a
maiores rendimentos de CHj. J& no estudo de Huhtanen et al. (2016), foi observado
resultados semelhantes, uma relacdo negativa da taxa de passagem da digesta com o
rendimento CH4 e a digestibilidade, com uma relagéo positiva entre o rendimento e a
digestibilidade do CH,. Portanto, os autores recomendam ter cuidado para que a selecéo
de baixo emissor de CH4 ndo resulte em capacidade reduzida da digestdo da parede
celular. Além da digestibilidade reduzida, a eficiéncia da sintese microbiana contribuiu
para reduzir o rendimento de CH4 com o curto tempo médio de retencdo (TMR) da
digesta. Além do particionamento do carbono fermentado, as celulas microbianas atuam
como um coletor de H,. Considerando as digestibilidades aparentes dos constituintes da
dieta, apenas a digestibilidade da celulose foi correlacionada com o rendimento de CHa,
devido a celulose ser o carboidrato mais metanogénicos (PINARES-PATINO et al.,
2003).



Fortes relacGes positivas entre o rendimento de CH4 expresso como uma
proporcdo da ingestdo de energia bruta e digestibilidade energética, indicando que a
relacdo entre rendimento e digestibilidade é bastante semelhante quando as diferencas
na producdo de CH4 resultam de vacas que possuem niveis iguais ou diferentes de
ingestdo, sendo as diferencas na taxa de passagem o mais provavel fator de causa.
Portanto, a selecdo de animais de baixa emissdo pode reduzir a digestibilidade do FDN,
uma caracteristica mais importante em animais ruminantes (LOVENDAHLL et al.,
2018).

Outra variavel que pode interferir na emissdo de metano é o peso corporal (PC)
dos animais. Em uma metanalise usando um procedimento de selecdo de modelo
bayesiano, Moraes et al. (2014) identificaram o PV como uma variavel explicativa
chave na previsdo de emissdes de CHg, além das variaveis de ingestdo de energia, fibra
alimentar e proporcdes lipidicas. A associacdo entre as emissdes de CH, e PV pode ser
explicada pela relacdo entre PV e capacidade ruminal. Um PV mais alto € proporcional
a uma maior capacidade ruminal. Quando o consumo de racdo ¢ mantido constante, uma
maior capacidade ruminal resulta em uma menor taxa de passagem (DEMMENT e
VAN SOEST, 1985), resultando em uma maior producdo de CHs (MORAES et al.,
2014).

No estudo de Antunes-Fernandes et al. (2016), o PV das vacas foi
correlacionado positivamente a intensidade do CH4 (P = 0,012, r = 0,444), mas ndo foi
correlacionado ao rendimento de CH4 (P = 0,671, r = 0,079). Como o consumo de
racdo, IMS ou IEB, é um fator de confuséo na producdo de metano entérico e no PV, as
vacas do experimento tiveram um consumo restrito de alimentos. Um PV mais alto
requer que mais racdo seja usada para fins de manutencdo, portanto, ha menos ragédo
disponivel para a producéo de leite, 0 que deve aumentar a intensidade do CH,. Essa
correlacdo positiva entre a intensidade e o peso vivo pode estar relacionada a diferencas
na capacidade ruminal e na taxa de passagem ruminal. Sugerindo uma abordagem que
integra a producdo e composicao do leite, caracteristicas alimentares e dos animais, para
explicar o metabolismo bioldgico de vacas leiteiras em relacdo a emissdo de CH,.

2.1.1.2 Particao de energia



Além de sua importancia em relacdo as mudancas climaticas, as emissfes de
CH,4 também sdo um canal de perda de energia. Pois, segundo Johnson e Johnson
(1995), estima-se que o CH, eructado represente de 2% a 12% da energia de
alimentacdo ingerida. Assim, pode ser possivel usar estratégias de criacdo seletiva direta
ou indireta para reduzir essas perdas de energia e, assim, potencialmente melhorar a
eficiéncia da alimentacéo.

A producdo de perdas de energia na forma de CH,4 (E-CH4) como proporgéo da
ingestdo de EB diminui significativamente com o aumento da concentracdo de EM na
dieta, EM / EB e EM / ED. Uma relagdo semelhante também é observada entre a
producdo de E-CH,4como proporcao de EI e EM / ED na dieta. Aumentar a ingestdo de
EM de vacas de alta producdo aumenta os niveis de alimentacdo e consequentemente
reduz a proporcdo de energia usada para manutencdo. Isso leva a uma reducdo na
producdo energética de CH, em proporcdo da ingestdo de energia de vacas de alta
producdo (YAN et al., 2010).

No estudo anterior, os autores demonstraram uma relacdo proporcional e
negativa entre producdo de E-CH,4e niveis de alimentacdo e consumo de energia (EB,
ED e EM). Além disso, aumentar a ingestdo de EM normalmente resultaria em uma alta
proporcdo de energia sendo particionada para a producéo de leite e retencdo de tecido
corporal, ou uma baixa propor¢do de PC sobre a ingestdo de EM. Uma combinacgao
desses fatores aumenta, portanto, a possibilidade de uma baixa saida proporcional de E-
CHa. A producdo de energia de metano esteve forte e negativamente relacionada a
ingestdo de El ajustada para balanco de zero / EM e positivamente relacionada a
ingestdo de PC / EM. Demonstrando claramente que as vacas com alta eficiéncia de
utilizacdo de energia produzem uma baixa taxa de producdo de E-CHj. A criacdo de
vacas com alta eficiéncia energética €, portanto, uma abordagem eficaz para reduzir as
emissodes de CHa.

A intensidade de CH, (emissdo de CH,4 por Kg de leite corrigido para gordura)
pode ser reduzido em 3 abordagens diferentes. O primeiro é aumentar a producdo de
leite por vaca, com menor IMS. O segundo é reduzir o tamanho corporal sem prejudicar
a producdo e a qualidade do leite, 0 que também tem o efeito de aumentar a eficiéncia
energética bruta, mas diminuindo os requisitos de energia de manutencdo do animal. O
terceiro € selecionar o consumo residual de racdo ou a producdo de solidos residuais.
Essas abordagens sdo todas baseadas na diluicdo da energia de mantenca € no aumento

da eficiéncia da EB. E a energia de mantenca ¢ um custo fixo e em funcdo do tamanho



do corpo. Como a producdo de CH4 é proporcional a ingestdo de energia do animal,
reduzir a proporgéo de energia utilizada para mantenga, mantendo ou aumentando a

producdo de leite, diminuiria a intensidade de metano (KNAPP et al., 2014).

2.1.1.3 Balanco de nitrogénio

A particdo de nitrogénio tem relacdo com a producdo de metano, pois essas
variaveis dependem da dieta dos animais. Assim, qualquer estratégia dietética que vise
mitigar a emissdo de CH,4 de vacas leiteiras também deve levar em conta o possivel
efeito sobre as perdas de N nas fezes, em especial o N urinario, para assegurar que a
reducdo da emissdo de CHj entérico ndo seja contrabalancada pelo aumento das
emissoes de N,O e NH3 (HASSANAT et al., 2017).

Segundo Janssen (2010), a proteina € fermentada no ramen resultando producéo
de CHs No entanto, as alteracbes na concentragdo de H; ndo favorecem vias
alternativas de fermentacdo de aminoacidos da mesma maneira que favorecem
diferentes vias de fermentagéo de glicose. Além disso, muitos amino&cidos parecem ser
fermentados por apenas um ou um pequeno nimero de vias e podem nao resultarem na
formacdo de H,. Portanto, condi¢Ges variadas de rumen que afetam as archaeas
metanogénicas e as concentracdes de H; ndo terdo um impacto tdo grande na formacao
de H; e consequentemente a producdo de CH,4 da fermentacdo de proteinas quanto na
fermentacédo de carboidratos.

O H; dissolvido no rimen inibe as vias de fermentacdo por meio de mecanismos
de feedback negativo e, se ndo for removido pelas archaeas metanogénicas, reduzira a
extensdo geral da degradacdo de carboidratos, a taxa de crescimento microbiano e a
sintese de proteina microbiana. A degradacéo da proteina na dieta e a assimilacdo em
proteina microbiana podem resultar em consumo liquido ou producdo liquida de
hidrogénio. Como consequéncia do metabolismo de H; e do grupo metil no reticulo
rimen, alteragdes nas vias que levam a producdo de AGV, biohidrogenacao,
metabolismo microbiano de N e crescimento microbiano alteram a quantidade de CH4
produzido (KNAPP et al., 2014).

Sauvant et al. (2011) mostraram, no entanto, que a producdo de CHj4 por
quilograma de MO digerido diminuiu de maneira linear com o aumento da PB na dieta,

ou seja, diminuir a concentracao de proteina na dieta provavelmente resulta em aumento
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da concentracdo de carboidratos fermentaveis na dieta, 0 que, por sua vez,
provavelmente aumenta a producdo de CHa.

No estudo de Pinares-Patifio et al. (2003), a producdo de metano foi positiva,
mas ndo significativamente, correlacionada com o N urinario (% da ingestdo de N; r =
0,60, P = 0,07). Ja Dijkstra, Oenema e Bannink (2011), observaram uma correlacéo
entre a excrecdo de N e CH4 foi positiva, mas pequena (r = 0,15). Essa correlacdo
positiva é esperada, uma vez que o nivel de consumo de racdo € um dos principais
determinantes de ambas as excre¢fes. Quando expresso por unidade de gordura e leite
corrigido com proteina (intensidade de metano), a excrecdo de N a e a emisséo de CH4

foram negativamente correlacionadas (r = 0,22).

2.1.1.4 Metabolitos sanguineos e horménios

A fermentacdo dos carboidratos no ramen forma lactato e propionato, esses
produtos sdo absorvidos na corrente sanguinea e convertidos em glicose pelo figado.
Além disso, sua concentracdo no plasma pode servir como um indicador do status
energético das vacas leiteiras (COGGINS e FIELD, 1976).

As possiveis vias de fermentacdo da glicose resultam em diferentes quantidades
de H, formadas e, portanto, a estequiometria da formacdo de CH, a partir da glicose

varia.

Glicose — 2 piruvato + 4H (metabolismo de carboidrato)
Piruvato + H,O — acetato + CO, + 2H
Piruvato + 4H — propionato + H,0O
2 acetato + 4H — butirato + 2H,0

A quantidade de CH,4 formado por unidade de alimento digerido depende da quantidade
de H, formado e, portanto, depende de qual via de fermentacdo as espécies dos
microrganismos irdo utilizar, produzindo quantidades diferentes de H,. Essa selecdo de
caminho é controlada termodinamicamente pela concentracdo predominante de H; no
ramen (JANSSEN, 2010).

Quando ha mudanca no componente alimentar ou a intervencdo que causa uma
mudanca que reduz a producdo de propionato sera acompanhada de um aumento na
producdo de CH,4 por unidade de alimento fermentado (KNAPP et al., 2014). Dessa
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forma, a reducdo na producdo de propionato no ramen, principal precursor de glicose
em ruminantes, aumenta assim a glicose circulante. J& com a condicdo de hipoglicemia,
0 organismo reduz a producédo de insulina e assim o0 organismo passa a entender que
falta energia e que ha necessidade de mobilizar reservas corporais (FERNANDES et al.,
2012).

O BHB e 0 AGNE sdo os mais utilizados como indicadores do metabolismo
energético. Niveis sericos/plasmaticos de BHB indicam a magnitude do balango
energético negativo (BEN) de animais em situacbes de alta demanda por glicose, e a
eficiéncia de utilizacdo dos acidos graxos mobilizados no processo de lipdlise. Ja o
aumento dos niveis séricos/plasmaticos de AGNE tem sido verificado em situacdes de
BEN, condi¢do que é apresentada em diversos estudos para demonstrar a intensidade
deste balango negativo (CALDEIRA, 2005).

2.1.1.5 Termografia por infravermelho

A termografia por infravermelho (TIV) é um método ndo invasivo, remoto e
passivo de medir a radiacdo infravermelha emitida pela superficie de um corpo, na qual
determina a temperatura irradiada. A TIV tem sido usada em ciéncias veterinarias e
animal principalmente para detectar flutuacbes da temperatura da superficie
correlacionadas a varias temperaturas da superficie e / ou do nlcleo (STEWART et al.,
2005; MCCAFFERTY, 2007).

De acordo com Montanholi et al, (2008), a temperatura da superficie do corpo
dos animais pode estar relacionada a varios processos fisiolégicos e a TIV € um
procedimento mais simples do que as abordagens convencionais utilizadas para medir a
producéo de calor e a producdo de metano, porque é nao invasiva, relativamente barata
e facilmente obtida. Em seu estudo, observaram nenhuma correlacdo entre a
temperatura de diferentes locais do corpo com a producdo CH4 de vacas leiteiras,
justificando que a producdo de metano normalmente é responsavel por apenas 5,5 a
6,5% da ingestdo bruta de energia em bovinos. Portanto, essa perda de energia tem um
impacto menor no calor total a ser dissipado através da pele, o que também foi ilustrado
pela falta de correlagdo entre a PC e CH4. Porém, existe um potencial para avaliar a
producdo de metano, através da analise da diferenca de temperatura entre o flanco

esquerdo e direito no periodo apos a alimentacdo usando FIV (correlagdo = 0,77, P <
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0,01). No qual, a temperatura do flanco esquerdo é fortemente influenciada pela
temperatura do rimen, e o lado direito reflete a temperatura central do corpo. Assim, a
diferenca de temperatura entre esses dois locais do corpo representara as flutuacbes na

temperatura do ramen.

2.2 CONSUMO DE AGUA

A agua é considerada o nutriente mais importante para a salde e o desempenho
em rebanhos leiteiros (NRC, 2001). Vacas leiteiras requerem agua para todos os
processos vitais, para manter a pressdo osmatica em suas células e tecidos, para eliminar
materiais residuais (urina, fezes e respiracéo) e para dissipar o0 excesso de calor do corpo
via transpiracdo. O fluxo diario de 4gua de uma vaca leiteira em lactacdo pode chegar a
30% (aproximadamente 140 L) de sua agua corporal total, demonstrando a magnitude e
importancia da dindmica da 4gua (HOLTER; JR, 1992).

Para manter a reserva de agua corporal, as vacas precisam ingerir agua livre
(CAL), ingerir agua via consumo de alimentos Umidos e ainda via agua resultante do
metabolismo de nutrientes nos tecidos corporais (NRC, 2001; Khelil-Arfa et al., 2012).
A 4gua metabolica é uma fonte insignificante em comparagdo com o CAL ou via
alimentacdo. A soma do CAL e da agua ingerida da dieta € o consumo de &gua total
(CAT) (NRC, 2001).

O baixo consumo de adgua desencadeia problemas nos animais como, 0 aumento
da concentracdo do hematdcrito e da ureia sanguinea, aumento da frequéncia
respiratoria e reducdo das contragdes ruminais, podendo desencadear comportamento
agressivo dos animais nas proximidades dos bebedouros. Além de afetar o apetite, a
resposta digestiva e a producao, uma reducdo de 40% no consumo de &gua foi associada
a uma reducéo de 16% na IMS e uma diminui¢do concomitante de 16% na producéo de
leite (CARDOT; ROUX; JURJANZ, 2008). A desidratacdo de até 10% da &gua
corporal é considerada problematica, e a perda de 15% a 25% resulta em morte,
dependendo da espécie animal (BEEDE, 2012).

Vaérios fatores afetam a quantidade diéria de CAL, como o estado fisiologico,
peso corporal, nivel e tipo de atividade, a producéo de leite, 0 consumo de ragdo e a
composicdo da dieta incluindo os tipos de alimentos, bem como composicdo de
nutrientes e a qualidade da &gua. Fatores extrinsecos também influenciam o consumo,

podendo incluir as condi¢cBes climéticas, temperatura da agua, frequéncia e
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periodicidade do fornecimento de agua e interacdes sociais e comportamentais dos
animais (BEEDE, 2006).

Dietas com baixo teor de MS fornecem uma fonte adicional de agua, o que
consequentemente reduz o CAL (MURPHY, 1992). Holter; JR (1992) relataram que o
CAL foi maior quando os animais receberam dietas com 50 e 70% de MS, ja a reducéo
dos teores de MS de 50% para 30% resultaram uma diminui¢do do CAL de 33 L/dia.
Correlagéo positiva (r = 0,75) entre 0 CAL e o teor de MS na dieta foi encontrada por
Khelil-Arfa et al. (2012), entretanto, correlacdo negativa (r = -0,89) foi reportada por
Kume et al. (2010). Neste mesmo estudo, os autores observaram que o consumo de
FDN e FDA apresentaram correlacdo positiva com o CAL, indicando que o aumento de
forragem na dieta pode aumentar as necessidades de agua, aumentando a perda de agua
nas fezes e urina.

A transferéncia de calor do corpo para 0 meio ambiente ocorre gracas as
propriedades fisicas dede condutividade térmica e o calor latente de vaporizacdo da
agua que permite a dissipacdo de calor no estresse térmico. Nos periodos de estresse
pelo frio, a alta capacidade de calor da agua do corpo atua como isolante térmico,
conservando o calor do corpo. Em contrapartida, quando a temperatura do ar aumenta,
ocorrem mudangas na quantidade de agua consumida e na quantidade de agua perdida
(NRC, 2001). Appuhamy et al. (2016) relataram que a temperatura média diaria foi
positiva e linearmente correlacionada com o CAL na faixa de 8,0 a 32,5 °C e que para
cada aumento na unidade da temperatura ocorreu aumento de 0,76 Kg/dia no CAL.
Mesmo em temperaturas mais baixas (8,6 °C), no estudo de Ammer et al. (2018), o
aumento do consumo de agua variou ligeiramente entre 0,96 e 1,08 L por unidade de
indice de temperatura-umidade e a correlacdo entre a ingestdo de agua com a
temperatura ambiente foi de 0,52.

Além da temperatura do ar, a temperatura da agua também influencia o CAL.
Segundo Beede (2006), os ruminantes preferem beber dgua mais quente (30 vs. 12 a
14°C) mesmo quando a temperatura ambiente € mais elevada (> 25°C). Oshorne;
Hacker; McBride (2002) evidenciaram que vacas Jersey e Holandés em lactacdo
apresentaram maior CAL quando a temperatura da agua variou de 30 a 33°C, porém o
maior consumo ndo foi acompanhado por incrementos na PL. Em bezerros, durante o
periodo pré-desmame, a ingestdo de &gua morna (16 a 18°C) foi 47% superior

comparado ao consumo do grupo que recebeu agua fria (6 a 8°C). No entanto, esse
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aumento na ingestdo de agua dos bezerros ndo afetou os pardmetros de consumo ou
desempenho (HUUSKONEN; TUOMISTO; KAUPPINEN, 2011).

Alguns estudos comprovaram que dietas ricas em sal, bicarbonato de sédio ou
proteina estimulam a ingestdo de 4gua (HOLTER; JR, 2002; MURPHY, 1992). Murphy
(1983) observou que a ingestdo de agua aumentava em 0,05 Kg/dia por grama de
ingestdo de sodio sozinho na dieta. Meyer et al. (2004) encontraram aumento de 0,4
Kg/dia de CAL para cada grama de ingestdo de Na. A suplementacdo de K aumenta
linearmente o CAL de vacas em lactacdo e consequentemente aumenta o volume de
urina, pois o excesso de ions K pode ter um efeito diurético, aumentando a ingestdo de
agua para manter o equilibrio adequado de agua corporal (FRALEY; HALL,
NENNICH, 2015).

2.2.1 Comportamento ingestivo da agua

O tempo de consumo de agua e o nimero de visitas no bebedouro séo algumas
das varidveis avaliadas no comportamento ingestivo de &gua. As variacbes na
quantidade de agua ingerida durante um evento de consumo estdo correlacionadas com
as variacdes de CAL (Cardot; Roux; Jurjanz 2008), e a frequéncia do consumo de &dgua
pode ocorrer varias vezes por dia, e € geralmente associado a alimentacdo ou ordenha
(NRC, 2001). Huzzey; Keyserlingk; Weary (2005) indicaram que vacas antes do parto
apresentaram numero médio de 6,6 eventos de consumo de agua por dia, aumentando
para 9,5 eventos por dia no pés-parto. Ja Cardot; Roux; Jurjanz (2008), consideraram
eventos de consumo de dgua quando a vaca dispendia pelo menos 4 minutos no
bebedouro e encontraram frequéncia de 7,3 eventos/dia para vacas em lactacao.

No estudo de Jago et al. (2005), as vacas alimentadas com dieta total
apresentaram maior frequéncia no bebedouro, porém o CAL foi menor por evento
comparado a vacas em pastejo (14,9 vs 21,7 L / evento). Sugerindo que a frequéncia de
consumo é aumentada em vez da quantidade de agua ingerida por episodio.

O tempo gasto de consumo de &gua foi de 5,5 min/dia por vacas antes do parto
(HUZZEY; KEYSERLINGK; WEARY, 2005) e diminuiu ligeiramente com a
proximidade do parto. Apds o parto, os autores observaram um aumento de forma
constante do tempo de consumo rem 0,4 min/dia até 10 dias em lactagdo, resultando em

maior tempo médio (6,8 min/dia) em relacdo ao pré-parto.
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Os horarios mais frequentes de consumo de agua foram avaliados por Cardot;
Roux; Jurjanz (2008), que demostraram que as vacas em lactacdo obtiveram 72,7 £ 14%
do CAL entre as 06:00 e 18:59 horas. Durante o dia, 0s autores observaram dois picos
principais de consumo de agua (09:00 e 10:59 h; 17:00 e 18:59 h) que foram associados
com o fornecimento de alimentos e & ordenha. Durante o periodo de alimentagdo e
ordenha (duracdo de 2 horas) de vacas da raca Holandés e Jersey, o CAL médio foi 40%
maior que o CAL durante as outras horas do dia ou a noite (OSBORNE; HACKER,;
MCBRIDE, 2002).

A maioria das pesquisas que avaliam o consumo de agua livre sdo realizadas em
condicBes de clima temperado com animais em confinamento alimentados com uma
mistura de racdo total. Mas, ainda séo escassos 0s trabalhos que relatam o consumo de
agua livre de vacas de leite em nossas condicGes climaticas e manejo.

Em um estudo realizado na Embrapa Gado de Leite, Moura (2017) avaliou o
consumo de &gua de vacas girolando no curral da ordenha e a pasto (Urochloa
brizantha cv. Marandu) sob dois critérios para iniciar o pastejo, o pastejo fixo aos 30
dias (30-1P) e o pastejo quando o dossel forrageiro supera 95% de interceptagéo
luminosa (95-IL) durante 45 dias consecutivos. O CAL foi menor no pastejo 30-IP, mas
de forma compensatdria tendeu (P=0,08) ser 8,2% maior no curral quando comparado
ao 95-1L (Tabela 1). Ja comparando o CAL no pasto e no curral para o manejo de 95-IL,
0 CAL no pasto foi superior 16,72%. Esta variagdo no comportamento do CAL pode ser
explicada pelo possivel maior tempo gasto em pastejo quando o dossel forrageiro supera
95% de interceptacdo luminosa. Um maior tempo de pastejo pode limitar a busca por
agua no pasto, apesar disso, o tempo total em busca de agua ndo foi influenciado pelos

manejos (Moura, 2017).

Tabela 1. Consumo de &gua livre, tempo de consumo, consumo de 4gua no pasto, no
curral de vacas mesticas (Holandés x Zebu) pastejando Urochloa brizantha cv.

Marandu sob dois critérios para iniciar o pastejo (Adaptado de Moura, 2017)

2
Item 30-IP 95-IL EMP P2-valor

Tempo de consumo, h/d 0,28 0.32 0,07 >0,5

Consumo no pasto, kg/d 29,22 32,34 1,18 0,03
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Consumo no curral, kg/d 29,33 26,93 0,07 0,08

30-IP, periodo de rebrota fixo de 30 dias; 95-IL, pastejo realizado quando a radiacdo
fotossinteticamente ativa interceptada pela copa atingiu 95%; ‘Erro padrdo da média;
“Probabilidade.

Moura (2017) também correlacionou o0 CAL com a producao de leite e com as
condi¢cdes meteoroldgicas e observou que o CAL apresentou uma correlagcdo mais forte
e negativa com a umidade relativa do ar (r= -0,33) e uma correlacdo positiva com a
temperatura maxima (r=0,27). J& a producdo de leite teve uma fraca correlacdo (r=0,20)
com o CAL.

2.2.2 Equac0es para estimar o consumo de agua

Modelos de predicdo de consumo de agua livre (CAL) séo Uteis para planejar o
suprimento de agua para animais nas fazendas leiteiras. O CAL é definido pelo
consumo diario de &gua em bebedouro ou fontes naturais (KONONOFF; SNOW;
CHRISTENSEN, 2017) ou pelo tempo que o animal tem seu focinho ou lingua em
contato com a agua (HUZZEY; KEYSERLINGK; WEARY, 2005). Varias equacfes
estdo disponiveis na literatura e podem ser usadas para predizer CAL em gado leiteiro
(Tabela 2).

Tabela 2. Equacgdes usadas para predizer a ingestdo de agua livre (CAL) em gado

leiteiro (Adaptado de Kononoff; Snow; Christensen, 2017)

Equagéo Referéncia Modelo de predicdo CAL (kg / d)

Vacas em lactacéo

=—-61.28 + 39.31 + 0.08115 + 0.0207 x MS% + 0.6527 + 0.1415

1 Torres etal. (2019) x Cinzas% — 0.0750 + 0.1425 x PB% + 3.9669 + 0.6461 x IMS

=44.79 £73.62 + 0.0541 + 0.0286 x MS% + 0.3571 + 0.1823 x
2 Torres et al. (2019) Cinzas% — 0.2853 + 0.2349 x PB% + 0.07612 + 0.3862 x PM +
1.1767 £0.4708 x Leite

=—68.8+14.7 +2.89 +£0.30 x IMS + 0.44 + 0.09 x MS% + 5.60

3 Appuhamy et al. (2016) +1.52 x Cinzas% + 1.81 + 0.54 x PB%

=-58.2+13.7+0.96 +0.18 x Leite + 0.45 +0.09 x MS% +

4 Appuhamy etal. (2016) 6.21 + 1.58 x Cinzas¥% + 0.067 + 0.013 x PV
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11

12

13

14

15

16

17

Appuhamy et al. (2016)

Appuhamy et al. (2016)

Appuhamy et al. (2014)

Khelil-Arfa et al. (2012)

Khelil-Arfa et al. (2012)

Cardot; Roux; Jurjanz
(2008)

Meyer et al. (2004)

Holter; JR (1992)

Murphy; Davis; Mccoy
(1983)

Murphy; Davis; Mccoy
(1983)

(Stockdale; King (1983)

Little; Shaw (1978)

Castle; Thomas (1975)
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=-91,1+2,93 xIMS + 0,61 x MS% + 0,062 x NaK + 2,49 x
PB% + 0,76 x TM

=-60,2 + 1,43 x Leite + 0,064 x NaK + 0,83 x MS% + 0,54 x
TM + 0,08 x IMS

=-34,6 +2,75 x IMS + 0,84 x Leite +2,32 x Cinzas% + 0,27 x
MS%

=—41,1 + 1,54 x Leite — 0,29 x CON% + 0,97 x MS% + 0,039 x
PV

=—77,6 +3,22 x IMS + 0,92 x Leite — 0,28 x CON% + 0,83 x
MS% + 0,037 x PC

=1,54 x IMS + 1,33 x leite + 0,89 x MS% + 0,58 x TMmn —
0,30 x Pch — 25,65

=-26,1 + 1,30 x Leite + 0,406 x CNa + 1,516 x TM + 0,058 x
PV

=-32,4+2.47 x IMS + 0,60 x Leite + 0,62 x MS% + 0,091 x
DJ - 0,00026 x DJ?

=23,0+2,38 x IMS + 0,64 x Leite

=16,0+ 1,58 x IMS + 0,90 x Leite + 0,05 x CNa + 1,20 x
TMmn

=-9,37+2,30 x IMS + 0,53 x MS%

=12,3+2,15 x IMS + 0,73 x Leite

=-15,3 +2,53 x Leite + 0,45 x MS%

'IMS (kg/d), PV (kg) PM = peso metabélico (Kg), Leite = produgdo de leite (kg/d), MS% =

porcentagem de matéria seca da dieta, CON% = teor de concentrado na dieta (% da MS), PB%
= teor de PB na dieta (% da MS), Amido% = teor total de amido na dieta, CNa = consumo de
sodio (g/d), TM = temperatura média diaria do ambiente (°C), TMmn = temperatura minima
diaria do ambiente (°C), DJ = dia Juliano, TMC? = (TM — 16.4)% e NaK = concentraco de Na
e K (mEg/kg da MS), Pch = precipita¢do chuvosa.

2.2.3 Consumo de 4gua de vacas em lactacéo

O NRC (2001) recomenda para a predi¢cdo de CAL o modelo de Murphy (1983;
Equacdo 13), porque o coeficiente de leite é biologicamente o mais proximo do
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contetido de agua do leite (87 %) e as outras variaveis na equacdo afetam a ingestao de
agua.

Segundo Cardot; Roux; Jurjanz (2008), as variaveis de maior correlacdo com o
CAL diério foram a IMS, PL, nimero de lactacdo, temperatura minima, teor de MS do
alimento e precipitacdo pluviométrica. A estimativa do CAL diario de vacas em
lactacdo foi mais precisa quando envolveu essas variaveis. Entretanto, segundo o0s
autores, a temperatura minima e a precipitacdo pluviométrica apresentaram menor
influéncia preditiva que as demais variaveis

Os modelos propostos por Khelil-Arfa et al. (2012; Tabela 2) para vacas leiteiras
em lactacdo, contemplaram a producéo de leite e o tipo de dieta sob condi¢cbes como
variaveis preditivas, mas as equacfes subestimaram o CAL quando a temperatura
ambiente ndo foi termo neutra (superior a 25°C). Esses autores observaram que o teor
de MS da dieta e a IMS foram as varidveis preditoras que mais impactaram na
estimativa do CAL (equacéo 6), enquanto a PL foi menos representativa. A IMS e a PL
podem induzir ao erro de colinearidade e instabilidade nos modelos por estarem
frequentemente correlacionadas e por estas variaveis estarem presentes na maioria das
equacOes preditivas de CAL publicadas (CARDOT; ROUX; JURJANZ, 2008;
HOLTER; JR, 1992; LITTLE; SHAW, 1978; MURPHY, 1983). Os autores justificaram
0 uso da IMS como variavel preditora principal do CAL em detrimento a PL, por terem
utilizado dados de vacas secas e lactantes para gerar os modelos. Os dados de IMS nem
sempre estdo disponiveis e sdo dificeis de serem obtidos em fazendas comerciais, assim
a PL é uma opcdo como variavel preditora principal, geralmente tem o0 mesmo peso de
representatividade para predicdo, embora aumente o erro de predicdo, como observado
por Khelil-Arfa et al. (2012).

Confirmando a possibilidade do uso de modelos que ndo contemplem a IMS
como variavel preditora, Appuhamy et al. (2016) propuseram modelos para estimar o
CAL de vacas em lactacdo incluindo ou excluindo a variavel preditora IMS. O modelo
sem IMS, porém com as variaveis producdo de leite, porcentagem de MS e amido na
dieta e peso corporal (Equacéo 2, Tabela 2) explicou 46% da heterogeneidade, que foi
semelhante aos 51% da heterogeneidade de quando foram utilizadas a IMS,
porcentagem de MS, amido e PB na dieta (Equacdo 1; Tabela 2). A relacdo da
porcentagem de PB ndo foi incluida na equagdo 2, pois poderia ser confundida com a

producédo de leite e o peso corporal.
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Ja na meta analise de Torres et al. (2019), o uso de modelos mais completos
(Equacdo 2; Tabela 1) incluindo varidveis preditoras do animal e dieta melhorou a
previsdo de CAL em comparacdo com modelos com apenas variaveis do animal, como
0 peso corporal e a producdo de leite. Portanto, confirmou a hipo6tese de que modelos
completos que incluem dieta, animal e ambiente como insumos sdo mais precisos para
prever 0 CAL do que modelos simples (animal ou dieta). No entanto, a equagéo 1
mostrou preciséo e exatiddo semelhantes da equacdo 2, demonstrado que o uso das
caracteristicas da dieta (MS na dieta, cinzas e PB) e 0 CMS como entradas poderiam ser
suficientes para prever o CAL.

Nas equacdes 3 e 4 (Tabela 2) foram incluidas as variaveis de concentracdo de
sodio e potassio (NaK em mEg/kg da MS) e a temperatura média diaria do ambiente (TM;
°C) como variaveis preditoras para vacas em lactacdo, sem contemplar a IMS como
variavel preditiva. O consumo de Na e K da dieta representa um efeito positivo no CAL,
no qual ja foi demonstrado consistente em outros modelos propostos por Murphy,
(1983); Meyer et al. (2004) e Fraley et al. (2015). Independente da IMS e da
porcentagem de MS da dieta, 0 CAL aumentou 0,062 + 0,009 para cada aumento
unitario de NaK. No entanto, as concentragdes agregadas de Na e K na dieta (mEq / kg
de MS) tornou 0 modelo mais simples e tendia a ter um melhor ajuste do que um
modelo que inclui as concentragdes dietéticas de Na e K como 2 varidveis separadas
(APPUHAMY et al., (2016).

J& a temperatura ambiente média nas equacdes 3 e 4 (Tabela 2) foi positiva e
linearmente associada com o CAL na faixa de 8,0 a 32,5°C. Porém, a equacdo 3
apresentou um efeito mais baixo devido a confusdo da TM com a IMS, pois essas
variaveis foram negativamente correlacionadas. No entanto, a producéo de leite tornou-
se uma das principais variaveis do CAL na auséncia da IMS nos modelos, devido a uma

forte correlacédo positiva entre essas variaveis (Equacao 4; APPUHAMY et al., 2016).
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11 - OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

i) Avaliar a relacéo entre a classificagdo de fendtipo divergente como alta e baixa

producdo de metano entérico (g metano/animal/dia), rendimento de metano entérico (g

metano/kg de MS ingerida) e intensidade de metano entérico (g metano/ kg de ganho de

peso corporal), com o desempenho, metabolismo e temperatura corporal

ii) Propor novos modelos e avaliar equacgdes existentes na literatura para predizer

0 consumo de agua de vacas leiteiras criadas em condi¢c6es de clima tropical.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o consumo e a digestibilidade dos animais divergentes para producgéo (g
metano/animal/dia), rendimento (g metano/ kg de MS ingerida) e intensidade (g
metano/kg de ganho de peso corporal) de metano entérico.

Avaliar o ganho de peso corporal e eficiéncia alimentar dos animais divergentes
para producdo (g metano/animal/dia), rendimento (g metano/ kg de MS ingerida) e
intensidade (g metano/kg de ganho de peso corporal) de metano entérico.

Avaliar o metabolismo energético dos animais divergentes para producdo (g
metano/animal/dia), rendimento (g metano/ kg de MS ingerida) e intensidade (g
metano/kg de ganho de peso corporal) de metano entérico.

Avaliar a particdo de nitrogénio dos animais divergentes para producdo (g
metano/animal/dia), rendimento (g metano/ kg de MS ingerida) e intensidade (g
metano/kg de ganho de peso corporal) de metano entérico.

Avaliar os metabolitos sanguineos dos animais divergentes para producdo (g
metano/animal/dia), rendimento (g metano/ kg de MS ingerida) e intensidade (g
metano/kg de ganho de peso corporal) de metano entérico.

Avaliar a temperatura maxima (°C) de diferentes locais do corpo dos animais
divergentes para produgédo (g metano/animal/dia), rendimento (g metano/ kg de MS

ingerida) e intensidade (g metano/kg de ganho de peso corporal) de metano entérico.
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Estabelecer novos modelos para predicdo de consumo de agua de vacas leiteiras

criadas em condi¢6es de clima tropical.
Avaliar a qualidade preditiva de equacbes de predicdo de agua disponiveis na

literatura
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Diferencgas na producéo, rendimento e intensidade de metano e seus efeitos no
metabolismo de novilhas leiteiras
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ABSTRACT

The effects of divergent phenotypic classification in crossbreed Holstein x Gyr dairy
heifers for methane emissions in relation to performance, digestibility, energy and
nitrogen partition, blood metabolites and temperature of body surface were evaluated.
Thirty-five heifers were classified as high and low emission for CH,4 production (g/day),
yield (g/kg dry matter intake) and intensity (g/kg average daily gain). Digestibility was
evaluated by total collection of feces and urine. Gas exchanges were obtained in open-
circuit respiratory chambers. A completely randomized design was used and divergent
groups were compared by Fisher’s test. No differences were found in intake traits
between groups of CH,4 production and intensity. The low yield group had higher intake.
For digestibility and temperature at different body sites were no differences between
variables. High production group had higher energy losses as methane and heat

production. Low intensity group had higher digestible energy, energy balance and ratio
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between metabolizable and digestible energy. Urinary nitrogen was 14.3% lower for
low production group. There was a difference between methane yield divergent groups
for nitrogen intake, digestible and retained. Energy and nitrogen partitioning traits are
correlated to the animals divergent for methane production and yield. The low
production group presented lower blood insulin concentration. It was not possible to
identify divergent animals for CH4 emission using the infrared thermography technique.
Key words: calorimetry, climate change, greenhouse gas, nitrogen utilization,

respiration assay

1. Introducao

O metano (CH,) é um gas de efeito estufa (GEE) antropogénico que tem uma
contribuicdo para o aquecimento global 28 vezes maior que o CO,, sendo o setor
agricola o grande responsavel por sua emissdo (IPCC, 2013). Em 2016, a emissdo de
CH, entérico foi de 98,7 milhdes de toneladas, e os setores lacteos sdo os maiores
produtores de CH4 entérico do mundo, com 18,6 milhdes de toneladas (FAOSTAT,
2018).

A producdo de CH,4 é um processo natural para ruminantes que ocorre durante a
fermentacdo microbiana do alimeto no rumen, através da Archeae que reduz o CO; e Hy
a CH4 e agua (Beauchemin et al., 2008). No entanto, o CH4 ndo € metabolizado pelo
animal e a maioria é eliminada na atmosfera por eructacdo e respiracdo, representando
uma perda de energia bruta ingerida entre 2% a 12% (Johnson e Johnson, 1995). Além
da importancia energética nutricional, o CH4 liberado pela fermentagdo entérica de
ruminantes esta intimamente associado ao aumento das emissfes de gases de efeito

estufa (Herrero et al., 2016). Assim, uma melhor caracterizagdo e compreensdo da
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producdo de CHjs entérico é de grande importdncia para o desenvolvimento de
estratégias de mitigacdo e para calculos de pegada de carbono (Berry, 2013).

Vaérios estudos investigaram as possibilidades de selecdo genética para baixa
emissdo de CH4 em ruminantes (Pickering et al., 2015b). A herdabilidade para emissédo
de CH,4 é moderada e pode ser usada como indice de selecdo (Kandel et al., 2017).
Pickering et al. (2015a) encontraram uma herdabilidade de 0,05 para emissdo diaria de
CH4 em gado leiteiro e Kandel et al. (2017) encontraram maiores valores de
herdabilidade para producdo de CH4 (0,25) e intensidade (0,18) de vacas Holandés de
primeira parto.

O desenvolvimento de estudos para comparar variaveis metabolicas de animais
fenotipicamente divergentes quanto a producdo, rendimento e intensidade de metano é
importante para elucidar como a selecdo animal para menor emissdo de CH, pode afetar
0 metabolismo animal. Além disso, este estudo visa identificar varidveis de féacil
deteccdo que seriam utilizadas como medida indireta para sele¢cdo de animais que
emitem menos CH, entérico. A redugdo das emissdes entéricas de CH,4 também pode
resultar em maior excrecdo de nitrogénio, o que enfatiza a complexidade das trocas
entre ambos em escala animal (Dijkstra et al., 2011).

A medicéo das emissdes de CH4 é cara e trabalhosa, portanto, ndo sdo medidas
rotineiramente no nivel da fazenda (Herd et al., 2016; Pickering et al., 2015b). No
entanto, Montanholi et al. (2008) relataram o potencial da termografia infravermelha
como um método de execucao simples para avaliar a producdo de metano (correlacdo =
0,77, P <0,01) através da andlise da diferenca de temperatura entre os flancos esquerdo

e direito no periodo pos-prandial.

Com base no papel fundamental dos rebanhos bovinos nas emissdes globais de

CH, entérico e na necessidade de esclarecer a relacdo entre as emissdes de CH, e 0
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metabolismo animal, o objetivo deste estudo foi avaliar a relagéo entre a classificacdo
do fendtipo divergente como alta (A) e baixa emissdo ( B) para producédo de CH4 (g/dia;
APr e BPr), rendimento (g/kg MS; AR e BR) e intensidade (g/kg GMD; Al e BI) com
ingestdo e digestibilidade de nutrientes, uso de energia, particio de nitrogénio,
metabolitos sanguineos e termografia da superficie corporal em novilhas Holandés x
Gir. Os principais estudos que avaliam a relagcdo entre as emissdes de CH4 e 0
metabolismo foram realizados em paises de clima temperado, portanto, o fato de nosso

estudo ter sido realizado em condigdes tropicais foi uma novidade.

2. Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Complexo Multiuso de Bioeficiéncia e
Sustentabilidade Pecuéaria da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa),
localizada em Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brasil. Todos os procedimentos
utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica da Embrapa Gado de Leite, sob
protocolo n° 05/2015.

2.1. Selecéo de animais, alojamento, dieta e cronograma experimental

A producéo de CH, (g / dia), o rendimento (g / kg CMS) e a intensidade (g / kg
GMD) foram medidos em um grupo de 35 novilhas mesticas F1 Holandés x Gir
(Girolando), com média de 258 * 20 dias de idade e 293 + 21,5 kg de peso vivo (PV) no
inicio do estudo de metabolismo. Com base nos dados de CHj, 0s animais foram
divididos em grupos fenotipicamente divergentes em alta (A) e baixa emissao (B) para
producéo, rendimento e intensidade de CH,4. Os grupos foram constituidos com base no
desvio padrdo (DP) e o nUmero de animais por tratamento para o grupo A foi 14, 12 e
13 (A: 0,5 > DP) e no grupo B foram 12, 12 ¢ 11 (B: 0,5 < DP) para producéo de CHy,
rendimento e intensidade, respectivamente. Os outros 9, 11 e 11 foram classificados
como intermediarios para producado, rendimento e intensidade de CHy,, respectivamente,
e ndo foram utilizados no estudo. As classificagOes individuais para as diferentes
variaveis CH, para todos os animais sdo apresentadas como material suplementar. Antes

dos ensaios de digestibilidade e respiracdo, os animais foram avaliados durante 113 dias
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e 0s animais foram pesados uma vez por semana pela manhd antes da alimentagdo em
balanca eletronica (Toledo MGR-2000, Séo Bernardo, Brasil). O ganho médio diério de
peso (GMD) foi calculado usando o coeficiente de regresséo linear do peso corporal
(PROC REG; SAS Inst. Inc., Cary, NC), composto por 14 medidas de P por novilha em
intervalos de 7 dias. O ganho médio diario de peso foi utilizado para calcular a
intensidade de metano (g / kg de GMD).
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Tabela 1. Emissdo média experimental de producéo, rendimento, intensidade de metano, consumo de matéria seca (CMS) e ganho medio diario (GMD)

em novilhas leiteiras classificadas nos grupos de alta (A) e baixa (B) emisséo.

APr BPr EPM P-valor AR BR EPM  P-valor Al BI EPM P-valor
Producéo (g/dia) 208 160 3.38 <0.001 - - - - - - - -
Rendimento (g/kg CMS) - - - - 24.5 17.7 0.47 <0.001 - - - -
Intensidade (g/kg GMD) - - - - - - - - 0.49 0.39 0.009 <0.001
IMS (kg MS/dia) 5.23 452 0.20 0.001 4.77 4.53 0.25 0.34 4.86 4.69 0.26 0.53
GMD (kg/dia) 0.89 081  0.04 0.04 0.86 0.83 0.04 0.49 0.85 0.86 0.04 0.91
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As novilhas foram alojadas individualmente em galpdes “tie stall” acolchoado
com tapetes de borracha (2,5 x 1,2 m, WingFlex, Kraiburg TPE GmbH & Co.,
Waldkraiburg, Alemanha). A dieta apresentou teores de MS e PB de 437 g/kge 1789/
kg de MS, respectivamente, (base da MS) 75% de silagem de milho e 25% de
concentrado (96% de farelo de soja e 4% de pré-mistura mineral, base da MS) Tabela 2.
A quantidade total de ragdo mista oferecida diariamente foi ajustada para permitir 10%
de sobras conforme o fornecimento, com base no consumo do dia anterior. A agua
fresca estava sempre disponivel para consumo. Ajustes da dieta foram feitos duas vezes
por semana para de acordo com as alteracBes no teor de MS da silagem. As novilhas
foram alimentadas uma vez por dia as 08h30 e as sobras foram removidas e pesadas

diariamente antes do fornecimento.

Tabela 2. Formulacdo e composicao quimica da dieta total

Item Dieta

Ingredientes
Farelo de soja, g/kg* 240
Nucleo mineral, g/kg* 10
Silagem de milho, g/kg" 750

Composicao Nutricional

MS, g/kg 438
MO, g/kg* 934
PB, g/kg* 175
EE, g/kg" 24
FDN¢p, 9/kg* 421
FDA, g/kg* 237
CNF, g/kg* 313
EB, MJ/kg* 17.1

IMS = matéria seca; EE = extrato etéreo; FDN,, = fibra em detergente neutro corrigido para
cinzas e proteina; FDA = fibra em detergente acido; CNF = carboidratos ndo fibrosos; EB =
energia bruta; MO = matéria organica; PB = proteina bruta.

O experimento envolveu um periodo pré-experimental de 113 dias para obter

GMD, um periodo de adaptacdo de 10 dias, durante o qual as novilhas foram
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acostumadas a postos de amarragcdo e as camaras de respiracdo em posicdes antes da
avaliacdo do metabolismo, seguido por avaliagdo metabdlica de 7 dias. O estudo do
metabolismo consistiu em um ensaio de digestibilidade de 5 dias, incluindo dois dias de
coleta de urina e 2 dias para avaliagdes respiratorias. Devido a limitagdo de quatro
camaras respiratorias, foi necessario separar a digestibilidade e as avaliagdes
respiratorias. Os periodos experimentais e o esquema de fluxo das avaliagbes dos

animais sdo apresentados como material suplementar.

2.2. Digestibilidade e balanco de nitrogénio

Para digestibilidade e balanco de N, foram coletadas fezes e urina totais dos
dias 10 a 15 e 10 a 12 de cada periodo experimental, respectivamente. A producéo fecal
foi avaliada pela coleta total de fezes em cinco dias. Recipientes plasticos (50 L),
devidamente tampados e identificados, foram utilizados para coletar as fezes
individualmente. O material fecal produzido por cada animal foi pesado duas vezes ao
dia (10h e 16h) e ap6s a homogeneizacdo do contetido dentro de cada recipiente, foram
amostradas aproximadamente 500 g de fezes. Amostras de silagem, concentrado e
minerais foram coletadas diariamente durante 5 dias consecutivos e armazenadas a -
20°C para posterior processamento e analise. Apds o descongelamento, as amostras de
racdo, sobras e fezes foram secas em uma estufa de ventilagéo forcada (55°C) por 72 h e
trituradas por uma peneira de 1 mm (Wiley mill; A.H. Thomas, Filadélfia, PA). Fezes e
sobras foram reunidas por animal por peso diario (com base na MS de 55°C).

A urina total foi coletada sonda tipo Folley de duas vias (cateter foley RUSCH,
REF 189230, Teleflex Medical Europe Ltd, Co Westmeath, Irlanda) nos 2 primeiros
dias da coleta fecal. Os cateteres foram presos as mangueiras para transportar a urina
para recipientes individuais de polietileno, que eram mantidos imersos em gelo. Apds
cada dia de coleta de 24 horas, a urina era pesada e medida, homogeneizada, e uma
amostra de 50 mL era coletada e armazenada a -20°C para analise de nitrogénio e
energia bruta.

As amostras de silagem de milho, concentrado, sobras e fezes foram analisadas
quanto ao teor de matéria seca (MS; AOAC, 1990; método 930.15), cinza (AOAC,
1990; método 924.05), proteina bruta (CP; AOAC, 1990; método 984.13), extrato
etéreo (EE; AOAC, 1990; método 920.39) e fibra em detergente neutro (FDNcp) pelo
método de Van Soest et al. (1991) adaptado ao dispositivo ANKOM220 FiberAnalyzer



39

(Ankom Techn Fairport, NY), com adigdo de 500 uL / g de MS de amilase termoestavel
sem sulfito de sodio e corrigida para cinzas e nitrogénio (MERTENS et al., 2002). Para
calculos de carboidratos ndo fibrosos (CNF), foi utilizada a equacdo CNF = 100 -
(FDNg% + PB% + EE% + CINZAS%) sugerida por Mertens (1997). A energia bruta
foi determinada usando um calorimetro adiabatico (IKA - C5000, IKA® Works,
Staufen, Alemanha).

Para determinar o consumo de matéria seca (CMS) e outros nutrientes, foi

utilizada a seguinte equacao:

CMS = (kg de MS fornecido x% de nutrientes) - (kg de MS sobras x% de

nutrientes)

Os valores de digestibilidade (g / kg) foram determinados em funcdo do

desaparecimento, considerando a equacao:

Digestibilidade dos nutrientes = ((kg de MS ingerido x% de nutrientes) - (kg de MS

excretada x% de nutrientes)) / (kg de MS ingerido x% de nutrientes) x 100

O balango de nitrogénio, ou nitrogénio retido, foi calculado de acordo com a

equacao:

N retido = N ingerido - (N fecal + N urinario)

2.3. Trocas respiratorias e emissdo de CH,

Apos a conclusdo das avaliagdes da digestibilidade e dos balangos de
nitrogénio, as trocas gasosas foram medidas por quatro cAmaras de respirométricas de
circuito aberto, de acordo com as especificacbes e procedimentos descritos por
Machado et al. (2016). As camaras compartilham um sistema comum de analise de gas
e aquisicdo de dados (Sable Systems International, Las Vegas, EUA). Amostras de gas
de todas as cadmaras e do ambiente (linha de base) sdo continuamente amostradas
através de tubos Bev-A-Line a cerca de 0,5 L / min e um sistema de comutacdo de gas
(RM-8 Flow Multiplexer) fornece um fluxo de amostra (de uma das camaras ou linha de

base) para o analisador definido por um periodo de geralmente 200 segundos. A
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corrente de amostra foi entregue em sequéncia aos analisadores de vapor de agua (RH-
300 Water Vapor Analyzer), CO, (CA-10A Dib6xido de Carbono), CH; (MA-10
Methane Analyzer) e O, (FC-10 Oxygen Analyzer). O CO; e o CH4 sdo medidos
usando a tecnologia de infravermelho, enquanto o oxigénio € medido usando a
tecnologia de células de combustivel. O intervalo de detec¢do para umidade relativa,
CO2, CHs e O, é de 0 a 100% (precisdo 1%, resolucdo: 0,001%), 0-10% (precisdo 1%
da leitura, resolucdo 0,0001%), 0-10% (precisdo 1% da leitura, resolucdo 0,001%) e O-
100% (precisdo 0,1% da leitura, resolucao 0,001%), respectivamente.

Comecando imediatamente ap0s a alimentacdo matinal, foram obtidas duas
medicdes da respiracdo de 22 horas por animal, que foram distribuidas aleatoriamente
em cada cadmara. O consumo de matéria seca (CMS) dentro de cada camara foi medido
e comparado com o CMS médio durante o teste de digestibilidade da respectiva novilha
e, Se 0 consumo cair mais de 5%, a medicdo da respiracao foi repetida. O nimero médio
de medicdes repetidas da respiracdo foi de 2,63 por animal. O mesmo procedimento
utilizado no ensaio de digestibilidade foi realizado para o célculo do CMS no interior da
camara. Os animais foram pesados antes e depois de entrar na camara. Durante cada
periodo de medicdo de 22 horas, as taxas de troca de gas obtidas para cada tempo de
ciclo foram usadas para calcular as trocas totais de gas como a area sob a curva, que foi
extrapolada para um periodo de 24 horas. No experimento atual, o ar no interior das
camaras foi mantido em umidade relativa definida (60% + 2%) e temperatura (22°C *

1°C), préximo as condicOes termoneutras.

2.4. Particionamento de energia

O consumo de energia bruta (CEB) e a producdo diaria de energia fecal e
urinaria foram obtidos pela multiplicacdo do CMS e da excrecdo de MS fecal e urinaria
pelo respectivo conteudo energético. O consumo de energia digestivel (CED) foi
calculado como a diferenca entre CEB e excrecdo de energia fecal. O consumo de
energia metabolizdvel (CEM) foi derivado como a diferenca entre CED e a soma de
energia da urina e energia de CHa, que era assumida como 9,45 Kcal / L (BROUWER,
1965). A retencdo de energia foi calculada como a diferenca entre CEM e producéo de
calor (PC). A producéo de calor (Kcal / d) foi determinada com base nas medigOes do
consumo de O (L / d), producéo de CO, e CH4 (L / d) e producédo de N na urina (g / d)

usando a equacgdo de Brouwer (1965).
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2.5. Amostragem e analise de sangue

Amostrou-se sangue apés o teste de digestibilidade, 4 h apds a oferta da ragdo
mista total, por puncdo da veia coccigea em dois tubos Vacutainer de 5 mL apos
antissepsia local. Para avaliar as concentragdes circulantes de insulina, B-hidroxibutirato
(BHBA) e glicose, amostras de sangue foram coletadas em tubos sem anticoagulante; e
para insulina e BHBA, as amostras foram coletadas em tubos contendo fluoreto de
sodio (Vacutainer; Becton, Dickinson and Company). Os tubos foram colocados em
gelo picado até centrifugacdo a 1.800 x g por 10 minutos em temperatura ambiente (22—
25°C). Aliquotas de plasma ou soro foram armazenadas a -20°C até analise posterior. A
glicose plasmatica foi medida em um espectrofotdmetro EON de microplaca (Biotek
Instruments Inc., Winooski, VT) usando um método colorimétrico enzimatico
(Kovalent do Brasil Ltda., Rio de Janeiro, Brasil). Concentracdes séricas de acidos
graxos nao esterificados - AGNE (FA115) e D- O 3-hidroxibutirato (RB1007) foi
medido utilizando kits da Randox Laboratories Ltd (London, United Kington) pelo
espectrofotometro BIOPLUS BIO 2000® (Biotek Instruments Inc., Winooski, EUA).
Oscoeficiente de variacdo (CV) intra-ensaio e inter-ensaio foram < 7,0 e 8,2%,

respectivamente. A insulina foi analisada utilizando um kit ELISA bovino (Mercodia,

Uppsala, Suécia). Os CV intra-ensaio e inter-ensaio foram < 3%.

2.6. Método de termografia infravermelha

As imagens térmicas das novilhas foram tiradas com uma camera
infravermelha (FLIR T420, FLIR Systems, Inc., Wilsonville, OR, EUA) no dia anterior
ao inicio das avaliacGes nas camaras respirométricas, antes do horario de alimentacéo da
manhd em uma area coberta. Os seguintes padrfes foram estabelecidos para
imagiologia: distancia de 0,5 m entre o termografo e a regido anatdbmica avaliada;
temperatura de refletincia de 20°C; e valor de emissividade de 0,98; tudo de acordo
com as recomendagdes do fabricante para tecidos bioldgicos e com os valores usados
por Montanholi et al. (2008 e 2009). As regides anatdmicas avaliadas foram olho, nariz
direito, membro frontal direito e vulva. As novilhas foram contidas manualmente

durante as avaliacGes, sem manipulacdo das areas avaliadas. As imagens geradas foram
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processadas e interpretadas no software FLIR Tools 5.6 (FLIR Systems, Wilsonville,
OR, EUA).

Para permitir uma area constante de avaliacdo, uma figura foi desenhada na
superficie da imagem e depois arrastada para a regido de destino, conforme descrito em
(GOMES et al., 2016). Somente a temperatura maxima dentro de cada area delimitada
foi considerada para reduzir a interferéncia de fatores como contaminacdo por agua,
fezes, urina ou contato com superficies mais frias, que poderiam influenciar o

termograma.

2.7. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando o software SAS (versdo 9.4,
SAS Institute Inc., Cary, NC). Os dados relativos a digestibilidade aparente, balanco de
nitrogénio, particdo energética, parametros sanguineos e temperatura da superficie
corporal foram analisados por ANOVA.

Os dados relativos ao CMS e desempenho foram analisados como medidas
repetidas. As trocas gasosas, emissdo de CH4 e PC foram analisadas usando a média dos
dois periodos de medicdo na cdmara respirometrica. E todos os dados foram analisados
usando um procedimento de modelo misto. O modelo estatistico incluiu efeitos fixos do
grupo A e B, tempo (semana ou dia) e interacdo grupo A e B x tempo. A semana ou dia
experimental (duas sequéncias de 22 h de medidas respiratorias) foi incluida como uma
declaracdo REPEATED e o animal foi considerado no tratamento como um efeito

aleatorio, de acordo com o modelo:

Yijk = p+ i +sem + (t x w) ik + 5ij + sijk,

Onde:
Yijk = a variavel dependente
p = média geral
11 = efeito fixo do grupo de emissao A ou B
wk = efeito fixo da medida repetida (dia ou semana)
(t x w) ik = efeito fixo da interagdo entre o grupo de emissdo A ou B e a medida

repetida
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dij = erro aleatdrio entre os animais em tratamento

eijk = erro aleatorio entre medigdes em animais.

A melhor estrutura de covariancia para medidas repetidas foi escolhida pelos
mais baixos critérios de informacgéo de Akaike corrigido (AlCc).

Médias, erros padrdo das médias, normalidade e homogeneidade de variancia
foram avaliados para todas as varidveis utilizando o procedimento UNIVARIATE. As
médias dos grupos A e B (APr x BPr; AR x BR e Al x BI) para os parametros avaliados
produtivo, nutricional, fisioldégico e metab6lico foram comparadas pelo teste de Fisher.
Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05 e uma
tendéncia significativa foi considerada quando 0,10 > P > 0,05. A andlise de correlagdo
de Pearson foi realizada para producao, rendimento e intensidade de CH4e as variaveis
de resposta pelo procedimento SAS CORR, considerando um nivel de significancia de P
<0,05.

3. Resultados e discussao
3.1. Consumo e digestibilidade

Né&o houve diferenga no consumo de MS, MO, PB, FDA, FDN¢, e EE entre os
grupos divergentes quanto a producéo e intensidade de metano (P> 0,05; Tabela 3). No
entanto, houve uma diferenca no CMS entre os grupos A e B rendimento de metano (P
<0,05; Tabela 3). Os animais do grupo BR apresentaram maior CMS em comparagéo
com o grupo AR. Jonker et al. (2017) observaram caracteristicas semelhantes para
ovinos, onde o consumo de matéria seca foi mais de 5% maior no grupo com baixo
rendimento de CH4 em comparagdo com o grupo de alto rendimento de CH4 em todos
os periodos. O aumento da producdo de metano (g / d) seria esperado quando a CMS
aumenta, porque ha mais substrato a ser fermentado no rimen (BEAUCHEMIN, 2009).
No entanto, o rendimento de CH4 (g / kg de CMS) geralmente diminui @ medida que o
CMS aumenta acima da mantenca dos animais. Essa reducdo geralmente esta
relacionada a diminuicdo da digestibilidade da matéria seca (DMS) com maiores taxas
de consumo e passagem (KNAPP et al., 2014).

Foi observada correlagdo moderada e negativa entre o rendimento de CH4 e 0
CMS (r =-0,59; P = 0,002). Herd et al. (2014) relataram que o rendimento de CH4 nédo
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estava correlacionado com o CMS, mas positivamente e altamente correlacionado com a
producdo de CH4 em bovinos de corte. De acordo com Bird-Gardiner et al. (2017), a
correlacdo negativa moderada entre o rendimento de CH4se o CMS esta relacionada a
altos niveis de consumo de racdo. Portanto, para animais em alimentacdo ad libitum nédo
ha garantia de independéncia entre 0 CMS e o rendimento de CHy, 0 que esta de acordo
com o presente estudo.

N&o foi encontrada diferenca nos coeficientes de digestibilidade de MS, MO,
PB, FDA, NDF¢, EE e CNF entre os grupos divergentes para producéo, rendimento e
intensidade de metano (Tabela 3), semelhante as observa¢Ges de Danielsson et al.
(2017), que relataram que ndo houve diferenca entre os grupos de baixa e alta emissao
de metano para digestibilidade da MS, FDN e MO, embora as concentracdes de CH4
tenham sido medidas durante a ordenha usando um analisador de CH, infravermelho.

No presente estudo, apesar do maior consumo observado nas novilhas BR, nédo
foram observadas diferencas na digestibilidade. Segundo Johnson e Johnson (1995), o
aumento da digestibilidade da racdo pode resultar em maior producdo de metano. Esse
mecanismo depende das caracteristicas da dieta e da interacdo dieta-animal. No entanto,
Huhtanen et al. (2016), utilizando o modelo mecanicista de vaca leiteira ndrdica
(Karoline), também observaram que o aumento no rendimento de CH, estava associado
a maior digestibilidade da ragdo, mas tinha uma relacdo negativa com a taxa de
passagem da digesta. Embora a taxa de passagem ndo tenha sido medida em nosso
estudo, provavelmente ndo seria influenciada pelos grupos divergentes porque esses
animais receberam a mesma dieta. Resumindo, as diferencas na producdo, rendimento e
intensidade de CH4 ndo afetaram a desgestibilidade, mas os animais com menor

producéo e rendimento de CH,4 apresentaram maior CMS.
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Tabela 3. Consumo e digestibilidade em novilhas leiteiras agrupadas em alta (A) e baixa (B) producéo (g/dia), rendimento (g/kg de CMS) e intensidade (g/kg
de GMD) de metano.

Tratamentos (unidade) APr BPr EPM  P-valor AR BR EPM  P-valor Al Bl EPM  P-valor
Consumo
MS (kg/d) 6.88 6.62 0.31 0.42 6.22 7.02 0.24  0.003 6.50 6.97 0.29 0.11
CMS (g /kg PV) 32.2 35.4 1.44 0.04 31.8 37.0 1.57 0.003 33.6 35.8 1.80 0.22
CMS (g /kg PV*"®) 123 131 513  0.14 119 137 4.85 0.0009 125 134 5.71 0.14
CMO (kg/d) 6.36 6.28 024  0.74 5.80 6.59 0.15 <0.001 6.08 6.46 0.24 0.13
CPB (kg/d) 1.16 1.13 0.04 0.48 1.06 1.18 0.03 <0.001 1.12 1.15 0.04 0.49
CFDA (kg/d) 1.59 1.60 0.05 0.92 1.48 1.66 0.04 0.0005 1.54 1.61 0.05 0.25
CFND¢, (kg/d) 2.66 2.64 0.10 0.89 2.43 2.78 0.07 <0.001 2.54 2.72 0.10 0.07
CEE (kg/d) 0.18 0.17 0.01 0.42 0.16 0.18 0.01 0.04 0.17 0.18 0.01 0.22

Digestibildade (g/kg)
DDS 739 743 11.0 0.74 737 753 1.66 0.17 739 741 12.8 0.87
DMO 756 765 10.5 0.42 755 772 10.4 0.13 758 758 11.2 0.97

DPB 783 786 9.63 0.77 781 796 11.7 0.20 785 779 12.1 0.66
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DFDA 593 610 20.5 0.42 597 613 23.5 0.49 599 587 23.3 0.61
DFND¢p 613 630 18.4 0.37 611 643 18.4 0.10 615 621 19.8 0.75
DEE 801 797 20.6 0.84 788 801 20.4 0.52 809 776 22.5 0.16
DCNF 899 904 4.94 0.42 902 903 4.18 0.82 903 902 4.52 0.86

! Os dados de IMS sdo restritos ao periodo de 5-d de mensuracdo do ensaio de digestibilidade. DMS = Digestibilidade da Matéria seca. DMO =
Digestibilidade da Matéria Organica. DPB= Digestibilidade da Proteina bruta. DFDA = Digestibilidade da Fibra detergente acido. DFDN¢, = Digestibilidade
da Fibra detergente neutro corrigida para cinza e proteina. DEE = Digestibilidade do Extrato Etéreo. DCNF = Digestibilidade d os carboidratos ndo fibrosos.



47

3.2. Particéo de energia e producao de calor

Foram observadas diferencas entre os grupos APr e BPr em perdas de energia
como metano (1,95 vs 1,68 Mcal / d, P <0,01) e producéo de calor (178 vs 167 kcal /d /
PV®7™: 12,9 vs 11,50 Mcal / d; 15,2 vs 13,4 Mcal / kg de GMD, P <0,01). A diferenca
na producdo de calor pode ser justificada por diferencas no GMD em um periodo pré-
experimental (Tabela 1). A producdo de calor é determinada principalmente pelos
requisitos de manutencdo e pelo incremento de calor da producdo (BROSH, 2007).
Dessa forma, podemos considerar que os requisitos de manutengdo animal foram
diferentes entre 0s grupos, uma vez gque 0s animais possuiam pesos diferentes. Essa
diferenca entre os grupos também foi evidenciada pela diferenca na producao de calor
(Kcal / d / PV®7).

Os animais de APr apresentaram menores valores de balanco energético, EM /
EB e EM / ED que BPr (P <0,05; Tabela 4). Era esperado uma menor EM / EB e EM /
ED para animais APr, uma vez que a EM é calculada descontando as perdas de energia
através da urina e metano da ED. Yan et al. (2010) relataram que a menor producédo de
calor e, consequentemente, maior eficiéncia na utilizacdo da EM, estd associada a
menor energia de metano como propor¢do do IEB. No presente estudo, observamos
caracteristicas semelhantes para as novilhas (APr = 7,13 vs BPr = 6,11%; Figura 1). A
diminuicdo da producdo de CH, resultou em menor producdo de calor e maior BE
(Tabela 4).

N&o houve diferencas no consumo de energia bruta entre os grupos divergentes
para a producdo de CH4 (P> 0,05). Resultados semelhantes foram observados em ovinos
(PINARES-PATINO et al., 2003), onde as taxas de producdo de metano foram medidas
pela técnica do tracador hexafluoreto de enxofre (SFg) e a classificacdo dos animais foi
baseada nas emissdes com diferentes periodos avaliados.

Comparando os grupos de alto e baixo rendimento, houve diferencas nas
variaveis CEB, CED, CEM, BE e uso de energia, com o0s valores mais baixos (24,9;
18,8; 16,3; 3,8 Mcal / d, respectivamente) para o grupo AR em comparagdo ao grupo de
BR (29,6; 23,2; 20,7; 8,9 Mcal / d, respectivamente). Houve diferencas na CED, BE e
na razdo EM / DE entre os grupos de alta e baixa intensidade. O Al apresentou maior
CEM (17,2 vs 20,1 Mcal / d) em relagdo ao Bl (P = 0,04; Tabela 4).

Yan et al. (2010), utilizando camaras de respiracdo de circuito aberto,

demonstraram uma relacdo negativa entre a producdo de energia de CHy, 0s niveis de
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alimentacdo e a consumo de energia (EB, ED e EM). Além disso, aumentar a consumo
de EM normalmente resultaria em uma alta proporcdo de energia sendo particionada
para a producéo de leite e retencdo de tecido corporal, ou uma baixa propor¢do de PC
sobre o consumo de EM. No presente experimento, observamos caracteristicas
semelhantes para as novilhas, onde os animais do grupo Al consumindo menos MS e
energia produziram uma quantidade menor de CHa.

De acordo com a Figura 1, é possivel ver a porcentagem de CEB disponivel
como energia digestivel, EM e BE. Os menores valores de energia digestivel em
novilhas divergentes para a producdo, rendimento e intensidade de CHa, para alta e
baixa emissdo, foram compensados pela combinacdo de uma reducdo na energia de
CH,, uma reducéo na energia da urina e uma maior eficiéncia na utilizacdo da EM.

Portanto, nossos resultados indicam que a selecdo para animais menos emissores
de metano provavelmente sera acompanhada por mudancas positivas no metabolismo
energético. Animais de baixa producéo, rendimento e intensidade demonstraram melhor

eficiéncia no uso de energia.
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Tabela 4. Particionamento de energia em novilhas leiteiras agrupadas em alta (A) e baixa (B) producéo (g / dia), rendimento (g / kg de CMS) e
intensidade (g / kg de GMD) de metano.

Tratamentos (unidade) APr BPr EPM  P-valor AR BR EPM  P-valor Al Bl EPM P-valor
CEB (Mcal/d) 275 279 1.41 0.74 249 29.6 1.04  0.0002 26.2 29.2 130 0.03
E Fecal (Mcal/d) 6.77 6.08 0.48 0.16 6.19 6.40 0.41 0.60 6.36 6.64  0.43 0.52
CED (Mcal/d) 20.7 21.9 1.28 0.37 18.8 23.2 1.01 0.0003 19.8 225  1.27 0.04
E Urinaria (Mcal/d) 0.76 0.66 0.06 0.10 0.70 0.71 0.06 0.85 0.70 0.68  0.07 0.73
E-CH4 (Mcal/d) 1.95 1.68 0.09 0.01 1.78 1.73 0.11 0.67 1.87 1.72  0.10 0.18
CEM (Mcal/d) 17.9 19.5 1.25 0.23 16.3 20.7 0.99 0.0002 17.2 201  1.25 0.03
PC (kcal/d/PV®"™) 178 167 3.19  0.002 177 170 4.35 0.09 178 171 4.20 0.12
PC (Mcal/d) 13.0 11.5 0.31 <0.001 125 11.9 0.42 0.15 12.5 121 0.39 0.38
PC (Mcal/kg GMD) 15.1 13.4 0.36 <0.001 146 13.9 0.49 0.15 14.7 143  0.61 0.46
BE (Mcal/d) 4.99 8.01 1.24 0.02 3.81 8.87 1.01 <0.001 478 8.02 1.29 0.02
Uso de Energia
ED/EB 0.75 0.78 0.01 0.13 0.75 0.78 0.01 0.05 0.76 077 0.01 0.44
EM/EB 0.65 0.69  0.02 0.03 0.65 0.70 0.01 0.005 0.66 0.69 0.02 0.12
EM/ED 0.86 0.89 0.007 0.005 0.86 0.89  0.007 0.003 0.87 0.89  0.008 0.01

CEB = consumo de energia bruta. E Fecal = energia fecal. CED = consumo de energia digestivel. E Urinaria = energia urinaria. E-CH, = energia metano.
CEM = energia metabolizavel. PC = producdo de calor. BE = Balan¢o energético.
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Figura 1. Particdo energética em novilhas leiteiras divergentes para producdo (g/dia),
rendimento (g/kg CMS) e intensidade (g/kg GMD) de metano.
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Alta emissdo - AP, AR e Al (barras pretas, producdo = 207,84 + 2,48;
rendimento = 24,53 + 0,33 e intensidade = 0,49 + 0,006) e baixa emisséo - BPr,
BR e BI (barras cinzas, producdo = 160,30 + 0,006; rendimento = 17,70 £ 0,33 e
intensidade = 0,39 £ 0,006). ED = energia digestivel; EF = energia fecal; EM =
energia metabolizavel; E-CH,4 = energia de metano; EU = energia da urina; BE =
balanco energético; PC = producéo de calor. O simbolo "*" indica significancia
em P <0,05.

3.3. Particéo de nitrogénio
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O N urinério (g/d) foi alto para os animais de APr em comparacdo com 0s animais de
BPr (P = 0,001, Tabela 5). As novilhas leiteiras APr perderam mais de 14,28% de nitrogénio
na urina em comparagdo com as novilhas BPr, divergindo do estudo de Dijkstra et al. (2011),
que relataram que menos excre¢do urinaria de N pode aumentar a emissdo de CH,. A relacdo
entre nitrogénio retido e nitrogénio digestivel foi maior (P = 0,003, Tabela 5) para 0 grupo
BPr em comparacéo ao grupo APr.

Os animais do grupo BR apresentaram maior consumo de nitrogénio (P = 0,001),
nitrogénio retido (P = 0,001) e nitrogénio digestivel (P = 0,003), expressos em g / d em
comparacdo ao grupo AR. O consumo de PB pode ter interferido nessas variaveis. Os animais
de BR (1,06 kg / d) apresentaram menor consumo de PB em comparacdo com AR (1,18 kg /
d; P <0,001; Tabela 3). Ndo houve diferenca no nitrogénio fecal e no nitrogénio urinario entre
0s grupos Bl e Al (P> 0,05; Tabela 5). Foi relatado que a diminuic¢éo da producdo de CHs e 0
aumento da taxa de passagem da digesta estdo parcialmente associados a melhoria da
eficiéncia da sintese microbiana de N no rimen, 0 que estd positivamente relacionado ao
consumo de racdo (HUHTANEN et al., 2016).

O grupo de animais com BPr e BR apresentou melhor eficiéncia no metabolismo de N.
No entanto, ndo foram observadas diferencas nas variaveis de particdo de nitrogénio entre os
grupos Al e BI. Dijkstra et al. (2011) relataram uma reducdo da excrecao urinaria de N com o
aumento da intensidade de CH4 (g / kg de leite), contrastando com os resultados encontrados
no presente estudo, apesar de terem trabalhado com vacas em lactacdo.

Foi observada correlacdo entre a producdo de CH4 e o N urinario (r = 0,63, P = 0,001),
mas a correlagdo entre a intensidade de CH4 e o N urinario ndo foi significativa (r = 0,23, P =
0,298), diferindo dos resultados relatados por Dijkstra et al. (2011), que relataram uma
correlagdo positiva, mas pequena (r = 0,15) entre a producdo de CH; e N na urina e uma
correlacdo negativa entre a intensidade de CH, e a urina N (r =-0,22).

Portanto, nossos resultados indicam que a divergéncia na producéo e no rendimento de
CH, teve impacto no metabolismo do N. Animais de baixa produgdo e rendimento

demonstraram melhor eficiéncia no uso de N.
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Tabela 5. Particionamento de nitrogénio em novilhas leiteiras agrupadas em alta (A) e baixa (B) producéo (g / dia), producéo (g / kg de
CMS) e intensidade (g / kg de GMD) de metano.

Tratamentos (unidade) APr BPr EPM P-valor AR BR EPM P-valor Al BI EPM P-valor
N ingerido (g/d) 188 180 6.15 0.23 170 188 4.66 0.001 181 184 7.14 0.71
N fecal (g/d) 40.9 38.5 244  0.34 37.0 38.3 2.04 0.55 38.7 40.2 2.27 0.53
N digestivel (g/d) 147 142 496 031 133 150 4.89 0.003 143 142 6.63 0.86
N urinério (g/d) 109 93.4 4.14 0.001 106 95.5 6.01 0.10 104 98.8 5.75 0.34
N retido (g/d) 38.9 48.6 6.53 0.13 27.7 54.3 7.42 0.001 38.5 453  7.52 0.37
NR/ N dig 0.26 0.34 0.05 0.05 0.20 0.36 0.05 0.003 0.27 031 0.05 0.42

NR/ N dig = Nitogénio retido / Nitrogénio digestivel.
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3.4. Metabdlitos sanguineos

N&do houve diferencas para nenhum parametro sanguineo para 0s grupos de
rendimento e intensidade. Os animais APr apresentaram maiores concentracfes de
insulina (39,8 vs 30,6 ulU / mL; P = 0,02) e menor proporgao de glicose / insulina (0,13
vs 0,17 mmol /L / pIU / mL; P =0,01) em comparagdo com o grupo BPr (Tabela 6).

A producdo de CH4 e 0s metabolitos do sangue sdo influenciados pelo IMS e
pela dieta. Embora os animais tenham recebido a mesma dieta e tenham mostrado o
mesmo CMS durante os ensaios de digestibilidade e respiracdo, o grupo BPr apresentou
uma concentracdo mais baixa de insulina que o grupo APr. Os niveis mais baixos de
insulina e maiores propor¢des de glicose / insulina que podem ser justificados pelas
diferencas no IMS no periodo pre-experimental (Tabela 1). Essas diferencas indicam a
possibilidade de usar a proporcdo de insulina e glicose para insulina como marcadores
indiretos para animais que produzem menos metano (g / dia). As correlagcdes entre a
producéo de CH4 e a insulina (r = 0,54; P <0,01) e a razéo glicose / insulina (r = -0,52; P
<0,02) corroboraram essa possibilidade; no entanto, outros estudos devem ser
conduzidos para verificacdo posterior dessa afirmacéo.

N&o foram observadas diferengas nas concentragfes de glicose entre 0s
diferentes grupos para producédo, rendimento e intensidade. Lyndsay (1977) sugeriu que
a glicose plasmatica, devido ao seu mecanismo homeostatico, pode ndo ser um bom
indicador de alteragdes metabdlicas para avaliar o estado energético dos animais. Em
nosso estudo, apenas diferencas na producdo de CH, afetam os metabolitos sanguineos.

Os animais com baixa producdo de CH,4 apresentaram valores mais baixos de insulina.
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Tabela 6. Caracteristicas dos metabdlitos hormonais e sanguineos em novilhas leiteiras agrupadas em alta (A) e baixa (B) producéo (g / dia),

rendimento (g / kg de CMS) e intensidade (g / kg de GMD) de metano.

Tratamentos (unidade) APr BPr EPM  P-valor AR EPM P-valor Al BI EPM P-valor
Insulina (L[U/mL) 39.8 30.6 3.41 0.02 33.9 33.2 0.42 0.86 36.8 33.1 417  0.39
Glicose (mmol/L) 5.02 5.09 0.12 0.53 5.07 5.06 0.13 0.98 5.13 5.01 0.12 0.35
Glic:Ins (mmol/L/ulU/mL)  0.13 0.17 0.02 0.01 0.15 0.16 0.02 0.80 0.15 0.16 0.02 044
BHB (mmol/L) 0.83 0.81 0.06 0.62 0.81 0.80 0.04 0.86 0.87 0.79 0.05 0.15
AGNE (mmol/L) 0.07 0.08 0.01 0.22 0.07 0.08 0.008 0.10 0.06 0.09 0.01 0.06

Glic:Ins= Glicose:Insulina. B-hydroxybutyrate= Betahidroxibutirato. AGNE = Acidos graxos ndo esterificados.
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3.5. Termografia infravermelha

Os grupos fenotipicos divergentes para producdo, rendimento e intensidade de
CH, nédo apresentaram diferencas de temperatura em diferentes locais do corpo (Tabela
7). N&o foram observadas correlagcGes entre producdo, rendimento e intensidade de CH4
e TIV. Montanholi et al. (2008) também relataram ndo haver correlagdo entre as
caracteristicas da TIV e as emissdes de CH4. As diferengas na PC entre os grupos APr e
BPr (Tabela 4) ndo foram suficientes para permitir a identificacdo de animais
divergentes para a producdo de CH, por termografia por infravermelho. Portanto, nosso
trabalho mostrou a limitacdo do uso da termografia infravermelha na identificacdo de

animais fenotipicamente divergentes para producéo, rendimento e intensidade de CHa.
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Tabela 7. Temperatura maxima (°C) de diferentes locais do corpo de novilhas leiteiras, agrupadas em alta (H) e baixa (L) producéo (g / dia),
rendimento (g / kg CMS) e intensidade (g / kg GMD) de metano.

Tratamento (Temp. Max.°C)  APr BPr EPM  P-valor AR BR EPM P-valor Al BI EPM  P-valor
Olho 382 381 0.27 0.61 38.2 38.3 0.26 0.71 382 382 029 086
Focinho 36.6 36.6 0.40 1.00 36.5 36.6 0.42 0.86 36.6 36.8 0.42 0.63
Vulva 38.5 38.6 0.19 0.74 38.4 38.7 0.21 0.15 38.4 38.7 0.19 0.13
Membro anterior direito 365 36.6 0.29 0.83 36.9 36.3 0.26 0.20 365 369 028 0.16

Temp. Max.°C = Temperatura Maxima em Grau Celsius.
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Tabela 8. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) e valores de P entre os indices de
producéo (g / dia), rendimento (g / kg CMS) e intensidade (g / kg GMD) de metano com
ingestdo, digestibilidade, particdo energética, particdo de nitrogénio, hormdnios e

metabolitos sanguineos e termografia por infravermelho.

Tratamento (unidade) Producdo Rendimento Intensidade
Consumo (kg/d) r P-valor r P-valor r P-valor
MS 0.24 0.242 -0.59 0.002 -0.43 0.038
MS/kg PV -0.49 0.029 -0.61 0.001 -0.31 0.141
MS/kg PV*™ -0.29 0.148 -0.66  0.0004 -0.38 0.068
MO 0.12 0.569 -0.78 < 0.0001 -0.41 0.044
PB 0.21 0.294 -0.66 0.0004 -0.21 0.328
FDA 0.02 0.911 -0.76 < 0.0001 -0.34 0.096
FDNgp 0.06 0.757 -0.78 < 0.0001 -0.47 0.020
EE 0.20 0.321 -0.43 0.037 -0.28 0.184
CNF 0.12 0.546 -0.78 < 0.0001 -0.40 0.051
Digestibilidade (g/kg)

MS -0.23 0.252 -0.26 0.227 -0.18 0.409
MO -0.36 0.068 -0.29 0.157 -0.14 0.520
PB -0.25 0.223 -0.20 0.348 0.01 0.974
FDA -0.35 0.084 -0.14 0.509 -0.01 0.944
FDNcp -0.38 0.057 -0.33 0.113 -0.21 0.332
EE -0.05 0.802 -0.06 0.787 -0.26 0.229
CNF -0.28 0.167 -0.06 0.779 -0.09 0.657

Particéo de energia (Mcal/d)

CEB -0.05 0.813 -0.74  <0.0001 -0.57
E Fecal 0.37 0.062 -0.17 0.432 -0.09
CED -0.19 0.342 -0.72  <0.0001 -0.56
E Urina 0.33 0.097 0.04 0.867 0.03
E-CH,4 0.44 0.024 0.14 0.528 0.32
CEM -0.25 0.212 -0.74  <0.0001 -0.59
EM/ED -0.07 0.720 0.70 0.0001 0.49
EM/EB -0.49 0.266 -0.57 0.004 -0.46

ED/EB 0.10 0.627 -0.39 0.059 -0.29

0.004
0.667
0.004
0.897
0.127
0.002
0.013
0.022
0.170



PC (kcal/PV®"™) 0.65
PC (Mcal/PV) 0.82
PC (Mcal/GMD) 0.29
BE -0.49
Metabolismo de Nitrogénio (g/d)
Ingestdo N 0.29
N Fecal 0.36
N Digestivel 0.18
N Urinario 0.63
N Retido -0.35
NR/N dig -0.43
Hormaonios e metabdlitos sanguineos
Insulina (uWIU/mL) 0.54
Glicose (mmol/L) -0.05
Glic:Ins -0.52
BHB (mmol/L) 0.11
AGNE (mmol/L) -0.21
Termografia infravermelha

Olho (max, °C) 0.02
Focinho (max, °C) 0.12
Vulva (max, °C) -0.09
Pata anterior direita (max,

Q) -0.10

0.0003
<0.0001
0.144
0.011

0.175
0.081
0.400
0.001
0.091
0.034

0.011
0.817
0.015
0.603
0.357

0.926
0.563
0.657

0.624

0.44
0.36
0.35
-0.79

-0.63
-0.19
-0.56
0.39
-0.63
-0.59

0.10
-0.09
-0.10

0.14
-0.43

-0.08
-0.12
-0.25

-0.38

0.032
0.088
0.088
<.0001

0.002
0.374
0.006
0.071
0.002
0.004

0.677
0.675
0.665
0.531
0.055

0.723
0.581
0.231

0.070

0.56
0.28
0.35
-0.63

-0.18
-0.11
-0.15
0.23
-0.31
-0.27

0.21
0.13
-0.22
0.20
-0.37

0.05
-0.11
-0.36

-0.32

58

0.004
0.176
0.089
0.0008

0.428
0.616
0.496
0.298
0.159
0.220

0.385
0.567
0.356
0.379
0.120

0.809
0.624
0.079

0.127

r = Valor da correlacdo
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Fig. 2. Analise de correlacdo entre emissdes de CHj4 (producdo, rendimento e
intensidade) e consumo, digestibilidade, particdo energética, particdo de nitrogénio e
hormdnios sanguineos. Apenas correlagfes significativas (P <0,05) sdo mostradas para

pelo menos uma das variaveis analisadas.
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*CFDA = consumo de FDA; E-CH, = energia de metano; CBP = consumo de proteina
bruta; CED= consumo de energia digestivel; CMS = consumo de matéria seca; CMS/Kg
PV = CMS (g / kg de peso vivo); BE = balanco energético; CEE = consumo de extrato
etéreo; CEB = consumo de energia bruta; Glic: Ins = Proporcao glicose / insulina; PC
Kcal / PV®" = producéo de calor (Kcal / PV*™); PC Mcal / PV = producéo de calor
(Kcal / PV); EM / ED = energia metabolizivel / energia digestivel; EM / EB = energia
metabolizavel / energia bruta; FDN¢, = FDN corrigido para consumo de cinzas e
proteinas; CMO = consumo de matéria organica; NR/ N dig = N retido / nitrogénio

digestivel.

4. Conclusao

O presente estudo demonstrou a relacdo entre a divergéncia das emissdes de CH4
e a particho de energia e nitrogénio. Animais de baixa producdo, rendimento e
intensidade (BPr, BR e BI) demonstraram uma melhor eficiéncia no uso de energia. Os
animais com BPr e BR apresentaram melhor eficiéncia no metabolismo de N. O grupo
BPr apresentou menor concentracdo de insulina no sangue e essa Vvariavel
provavelmente poderia ser utilizada como biomarcador para auxiliar na identificacdo de
animais divergentes para a producdo de CHj Na&o foi possivel identificar animais

divergentes para emissdo de CH,4 usando a técnica de termografia por infravermelho.
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ABSTRACT

In this study, equations were developed and evaluated to predict the drinking water
intake (CAL) of dairy cows from three breed compositions (Holstein - HOL, F1 %2HOL
x %2GYR; and 3/4 HOLx 1/4GYR) using performance, diet, and climatic conditions as
predictive variables. A database of 7300 records was used to develop predictive models.
The effects of breed composition were determined by ANOVA and predictive CAL
equations were developed by multiple regression using DMI (kg/day), diet DM (%),

dietary crude protein content (CP, % DM), total ash content (ash, % DM), feed
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concentrate content (COM, %), milk yield - MY (kg/day), PC (kg) and temperature and
humidity index (DZ, °F) as predictive variables. The evaluation of extant and newly
developed models was performed using the Model Evaluation System (MES; 3.1.13,
College Station, USA). Water consumption differed between breed compositions under
tropical weather conditions. Holstein animals had the highest CAL (71.1 L/day) than F1
and %HZ (61.0 and 59.0 L/day, respectively). Equation 6 for Holstein and F1 had the
best predictive performance, otherwise, for % Holstein, equation 8 was the best. The
extent equations 2, 4 and 9 for % Holstein showed greater precision and accuracy. In
conclusion, we propose new models, and extant models were identified to predict CAL
for dairy cattle raised in tropical conditions.

Key words: cattle, empirical model, Girolando, water footprint

1. Introducédo

Mekonnen e Hoekstra (2010) relataram que a producdo animal global requer
cerca de 2.422 Gm® de agua por ano e 19% disso é usado pela indUstria de laticinios. A
maior parte do volume total de agua (98%) refere-se a pegada hidrica da racdo para os
animais, embora a dgua potavel, agua de servico e agua de mistura de racdo representem
1,1%, 0,8% e 0,03%, respectivamente (Mekonnen e Hoekstra, 2010). Entre 2013 e
2017, o setor agropecuério brasileiro foi responsavel pelo maior consumo de éagua
(39,43 km®), sendo 34,17 km? para irrigacdo e 5,26 km? para pecudria (FAO, 2020).

A agua é de grande importancia para todos 0s processos vitais como manutencao
da pressdo osmotica em células e tecidos, eliminacdo de metabolitos residuais (urina,
fezes e respiracdo) e dissipacdo de calor do corpo através da respiracdo. A ingestdo

diaria de 4gua de uma vaca leiteira em lactacdo pode chegar a 140 L (Holter e Jr, 1992)
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e 0 gado atende a essa necessidade por meio de trés fontes: ingestdo de agua potavel ou
livre, ingestdo de agua contida na racdo e agua produzida pelo metabolismo corporal de
nutrientes (NRC, 2001). O consumo de &gua livre (CAL) é definido como a agua que é
consumida diretamente de uma fonte de dgua (Kononoff et al., 2017) e pode representar
82% do total diario de agua ingerido por vacas em lactacdo (Appuhamy et al., 2014).

O CAL ¢é influenciado por varios fatores, como consumo de matéria seca
(Appuhamy et al., 2016; Dado e Allen, 1994; Holter e Jr, 1992), producdo de leite
(Khelil-Arfa et al., 2012; Meyer et al., 2004), teor de matéria seca (Cardot et al., 2008),
condicBes climaticas (Appuhamy et al., 2016; Meyer et al., 2004), ingestdo de sodio
(Appuhamy et al., 2016; Meyer et al., 2004 ) e estado fisiolégico (Appuhamy et al.,
2016; Holter e Jr, 1992). Tais variaveis foram utilizadas para desenvolver equacdes para
predizer CAL. Esses modelos sdo importantes para o planejamento do abastecimento de
agua na fazenda, contribuindo para uma melhor deteccdo de desperdicios e déficits no
sistema produtivo (Buitrago, 2016).

Os sistemas de producdo pecudria diferem na quantidade de agua utilizada por
animal e na forma como esses requisitos sdo atendidos. N&o existe uma unica
necessidade de agua para uma espécie ou um individuo, consequentemente, a
quantidade de agua ingerida € influenciada por fatores fisiologicos e ambientais (FAO,
2018). Além disso, a maioria das equagdes existentes foi desenvolvida usando dados de
estudos obtidos em condigdes de clima temperado. Portanto, a extrapolagdo bem-
sucedida desses modelos para rebanhos leiteiros criados em condi¢des tropicais pode ser
limitada.

Os objetivos deste estudo foram: (i) compilar um banco de dados de CAL de
experimentos brasileiros com vacas leiteiras de trés composicGes raciais; (ii) avaliar o

desempenho de predicdo de equacOes existentes para vacas leiteiras; e (iii) desenvolver
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equacdes especializadas para prever CAL de vacas leiteiras de trés racas em condigdes

tropicais.

2. Material e métodos

2.1.Conjunto de dados

Foi elaborado um banco de dados com os dados do CAL obtidos de cinco
estudos (Tabela 1) realizados no Complexo Multiuso de Bioeficiéncia e
Sustentabilidade Pecuéaria da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa),
localizado em Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brasil entre 2015 e 2019 .

Os estudos diferiram principalmente quanto ao tipo de dieta fornecida,
desempenho animal e estagio de lactacdo. O conjunto de dados inclui dados de 164
animais de composicéo de trés racas (HOL, n = 52; % HOL Y4GIR, n = 32; ou %2 HOL %
GIR, n = 36). Esses animais geraram um total de 7.300 registros de CAL usados para
desenvolver modelos preditivos e avaliar modelos existentes.

Os cinco ensaios foram realizados em galpédo free-stall e as vacas foram
alimentadas com ragdo totalmente misturadas (TMR) composta por silagem de milho
(46,7 a 74,45% da MS), feno de capim (5,1 a 9,37% da MS) como as principais fontes
forrageiras, enquanto o farelo de soja (13,67 a 18,51% da MS) e o milho moido (3,79 a

25,8% da MS) foram os principais ingredientes concentrados (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo dos estudos incluidos no conjunto de dados usado para o
desenvolvimento de equacOes preditivas de CAL

NUmero
de
Vacas

TMR Desing
Forragem  Experimental

Composicéo

Referéncia Titulo ;
Racial
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Silva Dieta acidogénica e Silagem de Blocos 40 HOL
(2021) suplementacéo de vitamina D milho randomizados

Costa x Extrato alcaléide de algaroba  Silagem de Quadrado

(2021) ndo como aditivo milho latino 4x4 12 HOL
publicado

Sacramento  Parti¢do de energia de vacas F1  Silagem de Desing % HOL - %

completamente 32

(2021) lactantes milho . GIR
randomizado
o Requerimento nuricional de %2 Silagem de . % HOL - ¥4
Silvi (2021) Hol X ¥4 Gir milho Fatorial 2x2 28 GIR
Ribeiro Tamanho de particulas e racas Slrlsﬁflglede Quadrado 8 HOL and %2
(2016) P ¢ oo latino 2x2 HOL - % GIR

Os indices de temperatura e umidade do ar foram obtidos de uma microestacao
(Intergado Ltda, Contagem, Minas Gerais, Brasil) instalada no centro do free-stall. O
indice de temperatura e umidade (ITU) foi determinado pela equacdo (Thom, 1959):

ITU (°C) =0,4 (Ths + Thu) + 15
Onde: Ths = Temperatura do bulbo seco (°C); Thu = temperatura de bulbo umido (°C).

As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia (0800 e 1400) e a producdo de
leite foi medida diariamente em sala de ordenha dupla espinha de peixe equipada com
contadores eletronicos de leite MM23, controles MPC 580/680 e removedor de coletor
automatico (DeLaval, Tumba, Swenden). A producéo de leite foi registrada no software
Alpro Manager System (DeLaval, Tumba, Swenden).

2.2. Mensuracdes de consumo de agua

O CAL foi determinado pelo sistema automatico Intergado® (Intergado Ltda.,
Contagem, Minas Gerais, Brasil). Todos os animais recebem um transponder, que
permite a identificacdo eletrnica pelo equipamento. Os reservatérios de é&gua
Intergado® sdo equipados com células de carga para pesagem constante da agua. Dois
bebedouros automaticos para cada confinamento de 14 animais estiveram disponiveis

durante 0s ensaios.
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2.3. Efeito da composicéo racial

Os efeitos da composicdo racial (Holandés, F1 e % Holandés) foram
determinados por ANOVA (procedimento GLM do SAS), em que a composicao racial
foi considerada as varidveis independentes. As diferencas entre cada composicéo racial

foram determinadas pelo teste de Tukey.

2.4. Desenvolvimento de equac0es de predicao

Os modelos foram desenvolvidos de acordo com a seguinte sequéncia.
Primeiramente, as variaveis CMS (kg/dia), MS da dieta (%), teor de proteina bruta da
dieta (PB, % de MS), teor de cinzas totais (Cinza, % de MS), teor de concentrado da
dieta (CON, %), PL (kg/dia), PV (kg) e indice de temperatura e umidade (ITU, °C)
foram selecionados porque estavam amplamente disponiveis e tinham relacGes
bioldgicas conhecidas com CAL (Meyer et al., 2004; Cardot et al., 2008; Appuhamy et
al., 2016).

Apb6s a exclusdo de registros sem medidas correspondentes ou devido a
incerteza (por exemplo, DP ou EPM), foi realizada estatistica descritiva e tamanho da
amostra (N), os valores de média, minimo, maximo e desvio padrdo s&o mostrados na
Tabela 2.

Para desenvolver as equacdes de predicdo CAL, um procedimento MIXED
(PROC MIXED) foi executado no software Statistical Analysis Systems (SAS, 2012),
usando modelos de regressdo de efeitos mistos (St-Pierre, 2001). Os modelos foram
integrados com experimento e efeito aleatorio e suas interagbes como componentes
mistos do modelo.

Inicialmente as variaveis independentes foram ajustadas a um modelo que
incluia efeitos fixos para intercepto, inclinacdo e efeitos aleatorios de experimento no
intercepto e inclinagdo através de uma matriz de covariancia com variagdo ndo
estruturada (opcdo UN-INVARIATE). Quando as covariancias aleatorias para
intercepto e inclinagcdo ndo foram significativas (P > 0,05) ou quando os modelos que
incluiram covariancia de intercepto ou inclinagdo ndo convergiram, foi realizada a

opcao VC (estrutura de componentes de variancia) do PROC MIXED. Foi utilizado o
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critério de informacdo de Akaike e Bayesian para indicar a variabilidade dos dados e
definir a melhor covariancia da matriz. Quatorze equacgOes de extensdo foram utilizadas

para comparacGes com as equacdes obtidas no presente estudo.

2.5. Avaliacéo de equaces desenvolvidas e existentes

As 9 equacbes desenvolvidas e 14 equacdes de extensdo foram avaliadas

usando o modelo de regressao:
Y =0 + Bl x X,

onde X = valores previstos; Y = valores observados; 0 = intercepto da equagao; e Bl =
inclinacdo da equacdo. A regressao foi avaliada de acordo com as seguintes hipoteses
estatisticas (Neter et al., 1996):

HO: B0 =0 e Bl =1, e Ha: ndo HO

Se a hipétese nula ndo foi rejeitada, concluiu-se que as equacdes estimaram
CAL com precisdo e precisdo. A inclinacdo e o intercepto foram avaliados
separadamente para observar possiveis erros nas equacdes. As estimativas foram
avaliadas usando o valor estimado do erro quadratico médio de previsdo (EQMP; Bibby
e Toutenburg, 1977):

EQMP =SB + MaF + MoF =1 /nZ i=1 (Xi—Yi)?,

Onde X = valores previstos; Y = valores observados; EQMP = erro quadratico médio de
predicdo; V= vies ao quadrado; MaF=componente relativa a magnitude da flutuacéo
aleatoria; MoF=componente relativa ao modelo de flutuacdo aleatoria. O menor EQMP
indica o melhor modelo na avaliacdo. Esses calculos podem indicar se o erro do modelo
esta associado ao viés quadrado (V), erros relacionados a alta dispersdo dos dados em
torno da média (MaF), ou erros sistematicos relativos a direcdo da curva prevista
(MoF). A eficiéncia de predicdo foi determinada pela estimativa do coeficiente de
correlagdo e concordancia (CCC), ou indice de reprodutibilidade, descrito por Tedeschi
(2006).



Tabela 2. Estatistica descritiva de banco de dados usada para desenvolver equag6es de predigdo de consumo de agua livre (CAL) para vacas

leiteiras de trés composicdes raciais criadas nos tropicos
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Variavel* N Mediana DP Média Minimo Maximo

Animal
PV (kg) 7200 630 73.6 618 440 855
PV (kg) 7200 125 10.9 124 96.1 158
CAL (L/dia) 7300 61.6 19.7 59.7 13.0 127
Consumo (kg/dia) 7236 40.1 7.11 39.6 18.9 70.7
CMS (kg/dia) 7236 16.6 2.70 16.4 8.79 28.0
CMSPV (kg/dia) 7134 2.63 0.38 2.63 1.78 3.50
CALCMS (kg/L) 7235 3.75 1.13 3.67 1.36 7.96
PL (kg/dia) 7080 19.0 6.15 18.2 5.20 40.7
DEL 7300 109 68.19 112 1.00 304
SL 7300 16.1 9.74 16.0 1.00 44.0

Dieta
MS (%) 7259 43.0 6.77 41.4 29.2 56.6
Cinzas (% MS) 7250 8.25 0.90 7.82 5.98 10.4
PB (% MS) 7250 19.9 3.64 19.0 12.1 24.7
CON (%) 7250 36.6 9.16 34.5 22.3 65.5
FOR (%) 7250 63.4 9.16 65.5 34.5 77.7

Ambiente
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Variavel* N Mediana DP Média Minimo Maximo
Ths (°C) 5727 20.6 2.94 20.5 14.3 27.1
Thu (°C) 5727 19.3 2.77 19.5 13.1 26.2
Tgn (°C) 5727 21.1 2.9 21.2 14.9 27.6
UR (%) 5727 86.3 8.2 88.1 53.3 99.5
ITU (°C) 5727 154 3.5 15.2 7.62 23.7

1 pPv= peso vivo (kg). PV®"™ = peso metabdlico (kg) CAL = ingestdo de &gua livie. CMS = consumo de matéria seca (kg/dia). CMSPV =
consumo de matéria seca por peso vivo. CALCMS = ingestdo de agua potavel para ingestdo de matéria seca. PL = producdo de leite (kg/dia).
DEL = dias em leite. SL = semanas de lactacdo. MS = matéria seca da dieta (%). PB = teor de PB da dieta (% da MS). Cinzas = teor total de
cinzas (% de MS). CON= teor de concentrado dietético (%). FOR= conteudo de forragem da dieta (%). Ths = temperatura de bulbo seco (°C).
Tbu = temperatura de bulbo Umido (°C). Tgn = temperatura do globo negro (°C). UR = umidade relativa (%). ITU = indice de temperatura e
umidade (°C). SD = Desvio Padréo.
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3. Resultados e discussao
3.1. Estatistica descritiva do banco de dados e correlacGes

O tamanho da amostra (N), média, DP, mediana, valores minimos e maximos e
coeficientes de correlacdo para CAL para cada varidvel estudada sdo apresentados na
Tabela 2. O conjunto de dados usado para construir as equagoes incluiu 7300 medidas
de CAL em vacas leiteiras. O CAL médio foi de 61,61 L/dia, resultado inferior aos
apresentados na literatura. Cardot et al. (2008) e Torres et al. (2019) encontraram um
CAL medio de 83,6 e 85,98 L/dia, respectivamente. Existe uma alta correlagdo entre
CAL e producdo de leite, o que pode ter influenciado a diferenca encontrada na
literatura. No presente estudo, a producdo média de leite foi de 18,97 kg/dia, diferente
dos estudos citados, que foram de 26,5 kg/dia e 32,8 kg/dia, respectivamente. Vacas
leiteiras em lactacdo requerem 2,04 — 2,26 L de &gua por 0,45 L de leite produzido (Paul
e Clark, 2017). No entanto, a ingestdo de agua diferiu entre as diferentes composi¢oes
raciais avaliadas em condicdes tropicais. Em que, Holandés teve maior consumo de
agua, seguido de % HZ e F1 (Tabela 4).

As estimativas previstas foram 3,34, 3,84, 4,51, 5,17 e 7,34 L/kg para bovinos
Bos taurus a 10,0, 14,4, 21,1, 26,2 e 32,2 °C, respectivamente. Para bovinos Bos
indicus, a CAL total por unidade CMS foi quase idéntica aos valores observados para
bovinos Bos taurus até 4,4 °C, mas foram evidentemente menores em temperaturas
ambientes variando de 10,0 a 32,2 °C. No presente estudo, a ingestdo de agua diferiu
entre os diferentes grupos genéticos avaliados em condic@es tropicais (Wagner e Engle,
2021).



Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson para variaveis selecionadas usadas para o desenvolvimento de equacGes preditivas

74

PL MS CMS CMSPV PV PV®"® Cinzas PB Thbs  Tbu  Tgn UR ITU CON DEL SL
CAL 0.326 0.268 0.351 0.233 0.197 0.196 -0.016 -0.106 0.066 0.061 0.064 0.049 0.065 0.249 -0.152 -0.151
PL 0.581 0.556 0.555 0.022 0.021 -0.016 -0.176 0.007 0.056 -0.005 0.220 0.031 0.625 -0.361 -0.361
MS 0.350 0.263 0.126 0.122 0.045 -0.178 -0.074 -0.014 -0.095 0.350 -0.046 0.811 -0.644 -0.644
CMS 0.724  0.462 0.463 -0.146 -0.233 0.160 0.160 0.149 0.043 0.163 0.346 -0.057 -0.057
CMSPV -0.267 -0.266 0.138 0.075 -0.069 -0.073 -0.078 0.083 -0.072 0.339 -0.182 -0.182
PV 1.000 -0.381 -0.419 0.303 0.307 0.302 -0.055 0.311 0.014 0.182 0.182
PV -0.382 -0.419 0.304 0.307 0.303 -0.057 0.311 0.011 0.185 0.185
Cinzas 0.844 -0.568 -0.553 -0.574 0.151 -0.572 0.177 -0.522 -0.522
PB -0.658 -0.677 -0.655 -0.025 -0.680 -0.114 -0.417 -0.418
Tbs 0.921 0999 -0.170 0.981 -0.102 0.556 0.557
Thu 0.914 0.027 0.979 -0.031 0.517 0.517
Tgn -0.201 0.977 -0.124 0.564 0.564
UR -0.076 0.346 -0.192 -0.191
ITU -0.069 0548 0.548
CON -0.649 -0.648
DEL 1.000

PV= peso vivo (kg). PV>" = peso metabdlico (kg) CAL = ingestdo de agua livre. CMS = consumo de matéria seca (kg/dia). CMSPV = consumo
de matéria seca por peso vivo. CALCMS = ingestdo de agua potavel para ingestdo de matéria seca. PL = producdo de leite (kg/dia). DEL = dias
em leite. SL = semanas de lactacdo. MS = matéria seca da dieta (%). PB = teor de PB da dieta (% da MS). Cinzas = teor total de cinzas (% de
MS). CON= teor de concentrado dietético (%). FOR= contetdo de forragem da dieta (%). Tbs = temperatura de bulbo seco (°C). Thu =
temperatura de bulbo umido (°C). Tgn = temperatura do globo negro (°C). UR = umidade relativa (%). ITU = indice de temperatura e umidade

(°C).
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Os coeficientes de correlagdo entre as variaveis avaliadas sdo apresentados na
Tabela 3. As correlagdes entre CAL e as varidveis ndo foram fortes, mas as maiores
correlagdes observadas entre CAL foram r=0,351 para CMS, r=0,326 para PL, r=0,268
para MS, r=0,249 para CON e r=0,197 para PV. Essas variaveis foram escolhidas como
variaveis preditivas para desenvolver os modelos de predicdo de CAL. No entanto,
esses resultados diferem dos valores obtidos no estudo de Khelil-Arfa et al. (2012), que
encontram forte correlagdo entre CAL e CMS (r= 0,75, P<0,001) e PL (r = 0,55,

P<0,001).

3.2.Efeitos da composicéo racial no CAL

A composicao racial (Holandés, F1 e ¥ HZ) afetou as varidveis estudadas
(P<0,05, Tabela 4). Os animais da raca Holandesa apresentaram maior CAL (71,1
L/dia) que F1 e % HZ (61,0 e 59,0 L/dia, respectivamente). Provavelmente, essas
diferencas foram relacionadas ao CMS, producdo de leite, MS e teores de concentrado
da dieta de 18,3 kg/d, 28,1 kg/d e 53,3%, respectivamente (Tabela 1). Vacas Holandesas
apresentam maior producdo de leite que vacas Girolando, embora a heterose contribua
para aumentar a producdo e adaptacdo desses animais ao estresse calérico e parasitas.
Além disso, a recombinacdo genética em animais mesticos pode ser deletéria, afetando

negativamente a producdo de leite (Facd et al., 2002; Faco et al., 2008).

Tabela 4. CAL, producdo de leite, matéria seca da dieta, CMS, PV e conteido de
concentrado da dieta em diferentes grupos genéticos de vacas em lactacéo.

Item F1HZ Y HZ Holandés EPM P-valor
CAL 59.0. 61.0y 71.1, 0.23 <.0001
PL 17.1. 18.5; 26.2, 0.07 <.0001

MS 41.7, 36.7¢ 52.04 0.08 <.0001
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CMS 15.9; 16.6p 19.0, 0.03 <.0001
PV 625.5, 617.3¢ 661.1, 0.87 <.0001
CON 32.6¢ 36.7p 50.4a 0.11 <.0001

As médias seguidas por diferentes letras minasculas na linha diferem em 5% pelo teste
de Tukey (P<0,05).

3.3. Equaco0es preditivas do CAL

As equacdes preditivas de CAL para as diferentes composicdes de ragas leiteiras
sdo apresentadas na Tabela 5. A melhor equacgéo foi a de nimero 6 para Holandés e F1,
que apresentaram coeficiente de correlagdo de 0,120 e 0,177 (Tabela 6),
respectivamente. Para % HZ, a melhor equacdo foi a de numero 8, que apresentou

coeficiente de correlacdo de 0,194 (Tabela 6).

Tabela 5. Equagdes preditivas CAL desenvolvidas para composigéo de trés ragas
leiteiras.

Equacfes Equac0es preditivas

Holandés

CAL =39.84+05xCMS +0.78 x PL

CAL =4.08 +0.94x CMS +0.30 x PL +0.79 x MS
CAL=-0.14+130xCMS +0.25x PL +0.8 x CON
CAL=8.22+1.36xCMS +0.73 x PL +0.03 PV

CAL=-555+1.29 xCMS +0.18 x PL + 0.30 x MS + 0.63 x CON
CAL=-0.14+158xCMS +0.20 x PL +0.37 Xx MS + 0.65 x CON - 0.02 x PV
CAL =90.61+0.77 xCMS +0.77 xPL - 3.41 x PB

CAL =92.35+0.77 x CMS + 0.77 x PL - 3.40 x PB — 0.23 x Cinzas

CAL =53.01-0.07xCMS +0.82 xPL-0.28xITU

CAL =13.86 +2.31 xCMS +0.78 x PL

CAL =4.08 +0.94x CMS +0.30 x PL +0.79 x MS

CAL=17.15+2.28 x CMS + 0.53 x PL - 0.10 x CON

CAL=8.22+1.36 xCMS +0.73xPL +0.03 PV

CAL =-10.61+2.03xCMS +0.52 xPL +1.25x MS -0.72 x CON
CAL=-4359+1.18xCMS +0.88 xPL +1.23x MS-0.46 x CON + 0.05 x PV
CAL =14.67+2.30x CMS +0.50 x PL - 0.03 x PB

CAL=-12.37+2.38 x CMS +0.47 x PL — 2.30 x PB + 8.77 x Cinzas

CAL =10.27+2.29xCMS+0.52 xPL +0.24xITU

OCONOUPA,WNPEP TTOONOOOIE,WDN -
o
I
N

¥ HZ
1 CAL =14.52 +2.56 x CMS + 0.25 x PL
2 CAL =-4.20+2.26 x CMS + 0.41 x PL + 0.49 x MS
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CAL =18.40 +2.52 x CMS +0.39 x PL - 0.15 x CON

CAL =8.22 +1.36 Xx CMS +0.73 x PL + 0.03 PV

CAL =15.94 +2.61 x CMS + 0.38 x PL - 0.99 x MS + 0.85 x CON
CAL=3.54+2.09x CMS +0.39 x PL-0.93 xMS +0.65 x CON + 0.04 x PV
CAL=-4111+232xCMS +0.85 xPL +2.27 X PB
CAL=-7710+2.22xCMS +0.93 xPL —1.33xPB +6.71 x Cinzas

CAL =5455+1.85xCMS-0.77 x PL + 0.45 x ITU

O© O ~NO O~ W

O teor de MS da dieta explicou a maior parte da variabilidade do CAL para as
equacOes 2, 3, 5 e 6 previstas para a raca Holandesa, com r2 de 0,1 em ambos 0s casos.
Esses resultados foram semelhantes aos de Khelil-Arfa et al. (2012), em que o CAL foi
previsto na equacdo 2 quando o CMS foi incluido como variavel preditiva e na equacéao
3 quando o CMS foi excluido. No entanto, quando DZ foi incluido na lista de
regressores (Equacdo 9, Tabela 5), o valor de r2 foi menor em relacdo as demais
equac0es previstas para Holandés e 3/4 HZ (0,051 e 0,062, respectivamente; Tabela 6).

O parametro utilizado para avaliar as equacdes preditivas de CAL é
apresentado na tabela 6. O intercepto ndo foi diferente de zero (P>0,05) e a inclinagdo
ndo foi diferente de um (P>0,05) para todos os modelos e composicdes de ragas. No
entanto, os valores de CCC ndo foram elevados.

A Equacdo 6 para Holandés e F1 apresentou maior CCC (0,214 e 0,300,
respectivamente), indicando que CMS, PL, MS, CON e PV como entrada melhoraram a
predicdo de CAL. A Equagédo 9 apresentou maior CCC como entrada (0,326) para %

HZ.
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Tabela 6. Equacdes de predi¢do recém-desenvolvidas para CAL por composi¢do de trés racas usando variaveis de predicao para gado leiteiro
criado em condicdes tropicais.

Item Equacdes Propostas
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Holandés
n 1286 1286 1286 1195 1286 1195 1286 1286 734
Intercepto (B0) 0.000 0.010 0.003 -0.001 0.004 0.004 0.003 -0.003 0.007
P-valor (Ho: a = 0) 1.000 0.999 1.000 1.000 0.999 0.999 1.000 1.000 0.999
Inclinagéo 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
P-valor (Ho: b=1) 1.000 0.998 1.000 1.000 0.999 1.000 1.000 1.000 0.999
r’ 0.069 0.097 0.109 0.073 0.112 0.120 0.088 0.088 0.051
Viés Medio 0.000 -0.003 0.000 0.001 -0.001 0.001 0.000 0.000 0.000
CCC 0.129 0.177 0.197 0.136 0.201 0.214 0.162 0.162 0.096
EQMP (L/dia) 577.59 560.22 552.49 591.85 551.02 561.73 565.52 565.49 556.43
F1HZ
n 4883 4883 4874 4874 4874 4874 4874 4874 4856
Intercepto (B0) 0.002 0.005 0.003 0.189 0.005 0.007 0.001 0.002 0.000
P-valor (Ho: a = 0) 0.999 0.998 0.999 0.927 0.998 0.997 1.000 0.999 1.000
Inclinagéo (B1) 1.000 1.000 1.000 0.997 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
P-valor (Ho: b =1) 0.999 0.998 0.999 0.941 0.998 0.998 1.000 0.999 1.000
r’ 0.121 0.131 0.121 0.144 0.153 0.177 0.120 0.122 0.122
Viés Médio 0.000 0.000 0.000 0.037 -0.001 0.001 0.000 0.000 0.000
CCC 0.215 0.232 0.215 0.252 0.265 0.300 0.214 0.218 0.218
EQMP (L/dia) 240.00 237.14 239.34 233.00 230.57 224.10 239.60 238.87 239.67
YaHZ
n 890 890 890 890 890 890 890 890 30
Intercepto (B0) 0.006 0.007 0.004 0.001 0.004 0.007 0.007 0.048 0.095
P-valor (Ho: a = 0) 0.999 0.999 0.999 1.000 0.999 0.999 0.999 0.991 0.999
Inclinagdo 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.999 0.999



P-valor (Ho: b=1)

r.2

Viés Médio
ccct

EQMP ? (L/dia)

0.999
0.123
0.000
0.218

421.23

0.999
0.130
0.000
0.230

417.82

0.999
0.124
0.000
0.220

420.69

1.000
0.132
0.001
0.234

416.62

0.999
0.137
-0.002
0.242

414.16

0.999
0.148
0.001
0.258
409.02

0.999
0.155

-0.001

0.269

405.63
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0.990 0.999
0.194 0.062
-0.004 0.000
0.326 0.117
386.73 340.23

'CCC=Coeficiente de correlacio de concordancia.
2 EQMP = Média quadratica do erro de previso.

Tabela 7. Resumo da estatistica de equagfes existentes para prever CAL de vacas leiteiras de composigdo de trés ragas criadas em condigdes

tropicais

Item Equacdes Existentes’
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Holandés
n 1305 1286 1387 1286 1214 1195 1286 1387 1214 1407 1214 1195 1214 1195
Intercepto (B0) 45586 28.794 25926 23576 43909 50.304 35998 37.313 30937 154.454 33.023 35.522 3.487 51.234
P-valor (Ho: a = 0) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.613 0.000
Inclinacdo 0.348 0.591 0.732 0.564 0.458 0.351 0.495 0.418 0.491 -3.713 0.405 0.378 0.788 0.316
P-valor (Ho: b =1) 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.006 0.000 0.000 0.008 0.000
r2 0.075 0.059 0.061 0.056 0.080 0.064 0.068 0.032 0.058 0.003 0.049 0.042 0.075 0.041
Viés Médio -2.996 -0.847 9.306 -13.560 11.115 10.485 -0.446 -0.871  -11.269 48.643 -23.691 -24.253 -14.842 6.668
CCC 0.263 0.172 0.133 0.135 0.221 0.215 0.215 0.112 0.163 0.000 0.111 0.101 0.130 0.175
EQMP (L/dia) 743.74 60177 66295 790.12 780.05 846.26 622.34 723.83 766.09 297534 1233.68 1272.33 812.208 778.793
F1 HZ
n 4885 4883 4889 4883 4876 4874 4874 4874 4874 4874 4883 4883 4876 4874
Intercepto (B0) 43.484 5.123 4.569 -6.044 25904 33533 24870 42,074 17986 44.484 -7.100 -0.828 -6.466 30.947
P-valor (Ho: a =0) 0.000 0.016 0.031 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008 0.759 0.057 0.000
Inclinacéo 0.332 0.915 1.106 0.907 0.816 0.674 0.632 0.213 0.580 0.618 0.817 0.727 0.888 0.618
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P-valor (Ho: b =1) 0.000 0.018 0.013 0.008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.069 0.000 0.000 0.015 0.000
r’ 0.058 0.118 0.120 0.120 0.125 0.158 0.110 0.033 0.077 0.002 0.112 0.093 0.071 0.125
Viés Médio 12.247 0.109 9.791  -12.700 18.403 21.168 4953 -20.814 -11.815 35458 -21.939 -23.305 -14.698 13.582
CcC 0.167 0.226 0.150 0.152 0.126 0.157 0.254 0.093 0.152 0.001 0.094 0.080 0.085 0.202
EQMP (L/dia) 470.34 241.02 336.34 40180 578.34 687.29 276.98 819.26 401.83 1529.11 725.18 79431 469.05 435.53
Y2 HZ

n 890 890 960 890 890 890 890 960 890 960 890 890 890 890
Intercepto (B0) 45.928 5.989 17873 -4366  48.181 45875 20.878 -20.777 1176 -74.562  9.074 12.000 -1.262  34.796
P-valor (Ho: a =0) 0.000 0.254 0.000 0.476 0.000 0.000 0.000 0.000 0.824 0.004 0.107 0.036 0.882 0.000
Inclinagéo 0.345 0.910 0.902 0.892 0.394 0.454 0.734 1.020 0.878 5.739 0.650 0.608 0.851 0.568
P-valor (Ho: b=1) 0.000 0.286 0.212 0.183 0.000 0.000 0.000 0.748 0.105 0.000 0.000 0.000 0.189 0.000
r? 0.046 0.117 0.121 0.119 0.045 0.099 0.131 0.222 0.133 0.027 0.093 0.082 0.059 0.126
Vies Médio 14.620 0.434 13133 -12.473 26.229 25941 5.847 -19.185 -7.334  37.653 -19.632 -20.470 -12.436 13.794
CCC 0.145 0.225 0.179 0.182 0.085 0.152 0.272 0.224 0.236 0.002 0.142 0.128 0.100 0.249
EQMP (L/dia) 750.73 424.62 611.77 579.17 119787 117443 459.46 75591 47119 191211 833.67 876.18 607.09 644.73

! Material Suplemetar: Castle and Watson, 1973; Little and Shaw et al., 1978; Stockdale and King, 1983; Murphy, Davis and Mccoy, 1983;

Khelil-Arfa et al., 2012; Appuhamy et al. 2014, 2016; Torres et al. 2019.

2CCC=Coeficiente de correlacdo de concordancia.
$EQMP = Média quadratica do erro de previsio.
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Ao validar os dados do presente estudo com as equagOes externas da literatura
(Tabela 7), apenas as equacdes 2, 4 e 9 para 0 grupo genético ¥2 HZ apresentaram maior
precisdo e acuracia, pois os valores de intercepto e inclinacdo ndo foram diferentes de
zero (P>0,05). A Equacdo 9 apresentou maior CCC em relacdo as Equacdes 2 e 4, mas
ficou mais distante de 1. No entanto, a validacdo da Equacdo 2 apresentou o menor
MSEP. Assim, outras equacOes na literatura podem ndo ser adequadas para predizer o
CAL de vacas leiteiras criadas em condicdes tropicais devido a sua precisao e exatidao.

O NRC (2001) sugeriu o0 uso da Equacdo 4 para a predicdo do CAL, mas
mostrou acuracia apenas para 0s animais 3/4 HZ e para os animais Holandés e F1, o

CAL pode estar subestimado ou superestimado.

4. Conclusdes

A avaliacdo das equacOes existentes para prever a producdo de CAL de vacas
leiteiras nos trépicos demonstrou que equacOes especificas eram Uteis, mas eram
necessarias equacles desenvolvidas especificamente para regifes tropicais. No0sso
estudo desenvolveu diversas equacdes para prever CAL para vacas leiteiras nos
tropicos. Essas equagdes foram desenvolvidas a partir de um conjunto de dados de
animais criados em condicdes tropicais, mostrando que vacas Holandesas tém maior
consumo de agua do que vacas F1 e 3/4 HZ. A equacao que inclui as variaveis preditas
CMS, PL, matéria seca da dieta (MS), teor de concentrado da dieta (CON) e PV
apresentou maior acuracia em comparagdo com os demais modelos preditos. Algumas
equacdes de extensdo mostraram acuracia e precisdo semelhantes para prever CAL para
animais criados em condicdes tropicais. A incorporacdo de observacgdes adicionais de

estudos de pastagem que usam gramineas tropicais e dados seriam benéficas.
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Apéndice A. Material Suplementar

Tabela 1. Equacdes de predi¢do do consumo de agua livre existentes que foram usadas para validar os novos modelos.
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Equacdes
1

2

10

11

12

Referéncia

Castle; Thomas (1975)

Little; Shaw (1978)
Stockdale; King (1983)
Murphy; Davis; Mccoy (1983)
Khelil-Arfa et al. (2012)
Khelil-Arfa et al. (2012)
Appuhamy et al. (2014)
Appuhamy et al. (2016)
Appuhamy et al. (2016)

Torres et al. (2019)

Torres et al. (2019)

Torres et al. (2019)

Modelo Predito de CAL (L/ d)*
=-15,3+2,53 x PL+ 0,45 x MS%
=12,3+2,15x CMS + 0,73 x PL
=-9,37 +2,30 x CMS + 0,53 x MS%
=16,0+1,58 x CMS + 0,90 x PL + 0,05 x CNa + 1,20 x TMIN
=-77,6 +3,22 x CMS + 0,92 X PL — 0,28 x CON% + 0,83 x MS% + 0,037 x PV
=—41,1 +1,54 x PL — 0,29 x CON% + 0,97 x MS% + 0,039 x PV
=-34,6+2,75 x CMS + 0,84 x PL + 2,32 x Cinzas% + 0,27 x MS%
=-60,2 + 1,43 x PL + 0,064 x NaK + 0,83 x MS% + 0,54 x TMP + 0,08 x CMS

=-91,1 +2,93 x CMS + 0,61 x MS% + 0,062 x NaK + 2,49 x PB% + 0,76 x TMP

=15.53+46.78 + 0.007642+0.01359 x MS+0.4284+0.1467 x Cinzas + 0.2020+0.1940 x PB;
n=35; AIC=308.3;

=-22.51+19.81 + 0.6623+0.1752 x PV*™ +1.2103+0.2078 x PL; n=108; AlIC=916.8

=-24.45+19.52 + 0.7494+0.1775 x PV*™ +1.2314+0.2284 x PL - 0.5002+0.2385 x CMS:;
n=106; AIC=896.0
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=44.79+73.62 + 0.0541+0.0286 x MS + 0.3571+0.1823 x Cinzas - 0.2853+0.2349 x PB +

1 T I (201
3 orres et al. (2019) 0.07612 +0.3862 x PV + 1.1767+0.4708 x PL: n = 30: AIC = 252.4
y Tores et al. (201) = -62.42+45.16 + 0.095320.0169 x MS + 0.5213+0.1012 x Cinzas - 0.3289+0.1409 x PB +
: 0.3267+0.2381 x PV%™ + 0.4401+0.3072 x PL+3.6570+0.5604 x CMS: n=30; AIC=222.6

'IMS (kg/d), PV (kg) PM = peso metabdlico (Kg), Leite = producdo de leite (kg/d), MS% = porcentagem de matéria seca da dieta, CON% = teor de
concentrado na dieta (% da MS), PB% = teor de PB na dieta (% da MS), Amido% = teor total de amido na dieta, CNa = consumo de sodio (g/d), TM =
temperatura média diaria do ambiente (°C), TMmn = temperatura minima diaria do ambiente (°C), DJ = dia Juliano, TMC? = (TM — 16.4)% e NaK =
concentragéo de Na e K (mEg/kg da MS), Pch = precipitacdo chuvosa.



