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1.1. Importance del’ étude dansle programme

L’augmentation de la température globale provoquée par I'éévation de la concentration
atmosphérique des gaz a effet de serre est devenue un sujet de grande préoccupation d ou
I attention particuliere portée sur le méthane comme I’ un des principaux gaz a effet de serre.
En effet, la concentration atmosphérique du méthane est passée de 0.70 a 1.68 ppm de 1787 a
1987 (Blake and Rowland, 1988) et continue d augmenter chaque année de 0.6% (Steele et
a., 1992). En plus de I'absorption direct des rayons infrarouges, le méthane réagit
photochimiquement pour produire d’autres gaz a effet de serre comme |’ozone et le gaz
carbonique (Rhode, 1990). Comparé aux autres gaz a effet de serre, le méthane possede une
plus courte durée de vie dans I’ atmosphére (10 ans) faisant de lui un excellent candidat pour
le controle. A titre indicatif, une diminution de sa production de 10% seulement pourrait
stopper son augmentation annuelle (UNEP, 1993). Bien plus, sa capacité potentielle
d augmenter la température globale étant 21 fois celle du gaz carbonique (Rhode, 1990), la
réduction des émissions de méthane aurait des retombés positifs trés importants sur le
changement climatique. Le gouvernement Belge ayant ratifié la convention internationale sur
la réduction des gaz a effet de serre (Protocol de Kyoto, 1997), il est important d’ explorer
certaines mesures susceptibles de réduire ou tout au moins de stabiliser les émissions de
méthane.

Contrairement aux autres parties du monde comme |I’Asie par exemple ou le méthane
d origine agricole est produit en grande partie dans les riziéres, en Europe en générale et en
Belgigue en particulier, ce gaz est produit surtout dans les fermes laitieres. Au niveau
Européen les émissions de méthane d'origine agricole principalement en provenance du
cheptel laitier sont estimées a 45% de la totalité des émissions de méthane alors qu’'en
Belgique ces émissions vont jusqu'a 60% (OECD, 1998 ; IPCC, 1999). Au cours de la
fermentation microbienne qui a lieu principalement dans le rumen, les ruminants en générale
et les vaches en particulier produisent du méthane qui est expiré dans I'’amosphere. Le
méthane produit dans le tube digestif des animaux monogastriques et dans les entrepdts de
fesces est d’une importance mineure. Puisque les péaturages occupent environ 42% de la
surface agricole nationale et que la pature est considérée comme la fagon la moins onéreuse
d élever les ruminants, I’évaluation des émissions de méhane par du bétail au péturage
s avere indispensable. Bien plus, I’ utilisation du méthane comme source d’ énergie testée dans
guelques fermes laitieres ayant montré ses limites, il est plus intéressant d attaguer le

probléme a sa source en adoptant un systeme de fertilisation des péturages susceptible de
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réduire les émissions de méthane par les ruminants.

1.2. Objectifs

1.2.1. Développer une méthode facile et peu onéreuse pour mesurer les émissions de
méthane par lesruminants

Les chiffres sur les émissions de méhane par les animaux domestiques cités plus ne sont
gu’ approximatifs suite a I’absence d’ une méthode de mesure de la production de CH; sur
paturage. La méthode utilisant |’ hexafluorure se soufre comme gaz traceur, proposéeil y a7
ans par Johnson et a. (1994) ains gque la méhode micro-météorologique développée il y a
seulement deux ans par Harper et a. (1999) ce sont avérées tres colteuses et difficiles a
mettre en oeuvre. Bien plus, le SFs éant [ui-méme un gaz a effet de serre, il ne serait pas
éthiguement acceptable de vouloir réduire les émissions d' un gaz a effet de serre (le méthane)
un utilisant un autre gaz a effet de serre méme s celui-ci n’est utilisé qu’ en petite quantité. Ce
projet a donc comme premiére ambition de combler cette lacune en fournissant une méthode

en méme temps simple et moins chére.

1.2.2. Etudier les effets de la fertilisation et du niveau de fertilisation azotée sur la
production de matiere séche, la composition botanique et chimique de deux types de
paturages

L’ élevage des ruminants est basé en grande partie sur I’ utilisation des paturages. L’un des
facteurs limitants pour la production de la biomasse végétale est I’ azote. Néanmoins, pour ne
pas polluer I'environnement avec des excédents d’ azote, en plus de I’ utilisation des engrais
verts, il faut adopter des niveaux de fertilisation compatibles avec les conditions écol ogiques.
Le deuxieme objectif de ce projet est d éudier les effets d'un niveau modéré de fertilisation
azotée (150kg/ha/an) sur la production de la biomasse et la composition botanique et
chimique d’'un péturage mixte (ray grass / trefle). Dans un deuxiéme temps, I’ effet de deux
niveaux de fertilisation azotée (200kg et 400kg/ha/an) sur la production de matiere seche
(MS) et la composition chimique d' un paturage composé de ray-grass uniquement a été
étudié.
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1.2.3. Réduire les émissions de méthane par lafertilisation azotée des paturages

Durant les trois dernieres décennies, plusieurs produits destinés a réduire les émissions de
méthane issues du rumen ont éé éudiés (pour plus d'information, lire: Van Nevel and
Demeyer, 1992 ; Mbanzamihigo et a., 1995, 1996 ; Van Nevel and Demeyer, 1996 ; Assuma,
1999). Le rumen étant un systéme intégré, certains produits ont provoqué des conséguences
néfastes sur I'ingestion, la digestion des fibres, la croissance microbienne alors que d’ autres
n'ont eu qu'un effet passager (Chalupa et al., 1980 ; Russel and Martin, 1984 ; Demeyer et
Van Nevel, 1987 ; Immig et al., 1995). Bien plus, la méfiance des consommateurs envers
I" utilisation des produits chimiques dans |’ alimentation des animaux domestiques est de plus
en plus grande. Ains, les chercheurs ont tenté de réduire la méthanogenése par des moyens
biologiques et par le changement des stratégies d’aimentation. L’utilisation des graisses
végétales naturelles a montré de bons résultats, mais leur incorporation dans |’ alimentation
des ruminants a plus de 5% de la ration a malheureusement entrainé une diminution de la
digestion des fibres (Kowalcyk et a., 1977 ; Broudiscou et a., 1990 ; Machmuller et &.,
1998). Une autre solution qui a été envisagée est la réduction des méthanogenes accompagnée
d une installation dans le rumen de I’ acétogénése réductrice, phénoméne naturel qui a lieu
dans le caecum des ruminants transformant le CO; et |I'H, non pas en CH, mais en acétate trés
riche en énergie (Lgjoie et a., 1988 ; Demeyer and de Graeve, 1991). Malheureusement, les
méthanogenes ce sont adaptées et les acétogenes réductrices ont été mis hors compétition par
les méthanogénes (Demeyer et a., 1996 ; Immig et al., 1997 ; Nollet et al., 1998). Toutes ces
expériences ont montré gqu’il est probablement plus facile de manipuler les aiments que de
changer un systéme aussi complexe que le rumen. La conférence Intergouvernementale sur le
Changement Climatique a publié un rapport (IPCC, 1996) soulignant qu’il est possible de
diminuer significativement la méthanogénése en améliorant la qualité des aliments du bétail et
/ ou en changeant le systéme d’ aimentation. Dans ce projet, en se basant sur le fait qu'il a été
prouveé in vitro dans notre laboratoire (Demeyer et Van Nevel, 1979) et ailleurs (Cone €t al.,
1999) que les protéines produisent moins de méthane que les hydrates de carbone; nous avons
tenté d’ augmenter les protéines dans I’ herbe par la fertilisation, afin de réduire les émissions
de méthane sans polluer ni I’environnement ni les produits destinés a la consommation

humaine.



1.2.4. Etudier les effets de la fertilisation et du niveau de fertilisation azotée sur
I’ efficacité d’ utilisation de I’ azote par I'animal

Un niveau de fertilisation azoté éevé, peut induire en plus d une mouvaise utilisation par la
plante, une augmentation de |’azote dans le rumen dont I'excédent sera excrété dans
I’environnement, déplacant ainsi le probleme de la pollution de I'air par le méhane a la
pollution de I’air par les gaz azotés et de I'eau par les nitrates. Pour ce faire, dans ce projet,
I’étude de I’ effet de la fertilisation azotée sur les émissions de méthane a été combinée avec
celle de I’ efficacité d' utilisation de I’azote par les ruminants. Trois niveaux de fertilisation
étaient adoptés (150, 200 et 400kgN/ha/an). Pour réduire les rejets dazote dans
I’environnement, avec le niveau élevé de fertilisation (400kg/halan), deux systemes de
supplémentation (synchronisé ou non) ont éé éudiés afin de dégager celui qui permet une

meilleure croissance microbienne et donc une meilleure utilisation de |’ azote.

NB: Ce projet était donc un projet intégré tenant compte smultanément de la
production végétale, de la production animale et de la protection de |’ environnement. ||
aurait fallu utiliser des bovins, mais comme c'est surtout les paramétres de la
fermentation ruminale qu’il fallait éudier et pour des raisons pratiques et de codt, le
mouton a été chois comme animal modéle. Pour pouvoir collecter simultanément les
urines et le jus du rumen, I’expérience a été faite en cage métabolique tout en ssimulant
les conditions du péaturage par I’ utilisation d’une herbe fraiche (1999) ou ayant subit un

séchage doux (2000) et par la distribution de la ration en quatre temps.

1.3. Réaultats attendus

Au cours de la premiére année (Mars 1999 - Mars 2000), il a été procédé a une mise au point
d une méthode de quantification du méthane produit dans le rumen en utilisant I’éhane
comme gaz traceur. En second lieu, les effets d'un niveau de fertilisation modéré (150kg
N/ha) sur la composition botanique d un paturage composé de ray-grass et de tréfle, la
production de MS, I'excréion de méthane dans I’environnement ains que I’ efficacité
d utilisation de I’ azote ont été étudiée. Les résultats attendus sont une augmentation de laMS
produite par ha accompagnée d’'une augmentation de la proportion de protéines suite a la
fertilisation azotée. Etant donné que les protéines générent moins de méthane que les
hydrate de carbones, cette augmentation des protéines dans le fourrage devrait

s accompagner d’une diminution des émissions de méthane (figure I). Bien plus, il a é&é
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prouveé que I’ augmentation des proténes s accompagne d’ une diminution de la concentration
des sucres solubles dans I'herbe d'un péturage fertilisé avec I'azote et ce paramétre est
positivement corrélé avec le nombre de protozoaires (Eadie et a., 1970). Comme 25% du
méthane produit dans le rumen dépends des protozoaires (Newbold et a. 1995), une
diminution des sucres solubles dans le fourrage devrait s accompagner de celle du
méthane. Ces parametres ont été étudiés sur deux “saisons’: le début de I’ é&té (Juin-Juillet) et
lafin de I’ é&é (Aolt-Septembre) a I’ exception des protozoaires qui ont été étudiés seulement

au cours de la premiére saison.

Composition chimique de la

matiere organique

protéines brutes sucres solubles le reste

Effet de la fertilisation azotée => pourcentage de protéines brutesT => émissions de CH, i

pourcentage de sucres solubles l

proténes brutes sucres solubles le reste

Figurel : Effet delafertilisation azotée sur les émissions de méthane

La deuxiéme année (Mars 2000 - Mars 2001) a été consacrée a |’ étude des effets de deux
niveaux de fertilisation azotée (200 et 400kg N/ha/an) sur la production de matiere séche, la
composition chimique d’'un paturage composé de ray-grass, |’excrétion de méthane dans
I’environnement (effet attendu: voir figure I) ainsi que I’ efficacité d' utilisation de I’ azote.
Comme plus haut, ces parameétres ont été mesurés au cours de deux “saisons’: le début de
I’été (Mai-Juin) et la fin de I’ éé (Aolt-Septembre). Suite a une méthode de supplémentation
inadéquate, un niveau de fertilisation éevé peut entrainer une excrétion plus élevée d azote
sous forme d’'urée. Ainsi, avec | herbe issue du péturage fertilisé avec 400kgN/ha/an, il a été
procédé a I’évauation de I'effet d’une supplémentation synchronisée sur les émissions de
méthane dans I’environnement ains que |'efficacité d'utilisation de |’azote. Avec la
supplémentation synchronisée, le résultat attendu est une croissance microbienne plus
élevée (Sinclair et al., 1993, 1995 ; Witt et al., 1999) au détriment de la matiere

organique fermentée et donc des émissions de méthane diminuées (figurell).
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Matiére Organique
Microbienne (MOM)

Matiere Organique Fermentée (MOF) => acétate,
propionate, butyrate, CHy4

Matiere Organique Microbienne (MOM)

1. Supplémentation asynchrone => efficacité de la croissance microbienneT => émissions

de méthane |

Matiere Organique Fermentée

(MOF) => acétate, propionate, ]
butyrate, CH,

Matiere Organique Microbienne (MOM)

2. Supplémentation asynchrone => efficacité de la croissance microbiennel => émissions

de méthane

Matiere Organique Fermentée (MOF) =>
acétate, propionate, butyrate, CH,

Matiere Organique
Microbienne (MOM)

Figurell: Effet du systéme de supplémentation sur les émissions de méthane
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I1. lére année (1999)
Effets delafertilisation azotée sur la composition botanique
et chimique d’un paturage, les émissions de méthane et I’ efficacité
d’utilisation de |’ azote

Paturage: mixte (ray-grass/ trefle)

Niveau de fertilisation: 0 et 150 kg N ha™*an™
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2.1. Méthodologie

2.1.1. Expérience préliminaire

* Objectifs: Des incubations in vitro on été faites avec ou sans éthane (C2Hg), gaz traceur
choisi pour mesurer la production de méthane (CH,) dans le rumen. Ces incubations in vitro
étaient du type batch et visaient trois objectifs: 1/ tester s G;Hg n'est pas métabolisé pendant
la fermentation ruminale ; 2/ voir s le gaz traceur n’a pas d effet sur la fermentation ruminae
; 3/ étant donné que lors de I’ingestion, les ruminants avalent de I’ oxygeéne, il était important
de voir s I éthane n’est pas oxydé.

* Méthodes: Deux incubations in vitro de 24 h ont été faites avec des contenus du rumen (CR)
collectés sur des moutons sur paturage naturel puis dilués avec un tampon phosphaté (TP).
Pour chague incubation, 8 flacons étaient utilisés avec différentes concentrations de N, de O,
et de CyHe:

Traitement 1 (T1): 2 flacons: 10 ml CR + 40 ml TP + 100 % N3

Traitement 2 (T2): 2 flacons : 10 ml CR+ 40 ml TP+ 5 ml O, + reste N,

Traitement 3 (T3): 2 flacons : 10 ml CR + 40 ml TP + 10 ml C;Hg + 5 ml O, + reste N,
Traitement 4 (T4): 2 flacons : 10 ml CR + 40 ml TP + 10 ml CyHg + reste N>

Aucun substrat supplémentaire n’a été goute.

L es parametres suivants ont été mesures :

- Laquantité de N2, de O et de C;Hg gjoutée avant I’ incubation.

- La production nette d AGV = Production d AGV totaux — les AGV dans les blanco non
incubés.

- La concentration de CHs, Hy, N2, COy, O, et de CoHg

- Des traitements 3 et 4, la production de CH; mesurée directement était comparée avec celle
calculée en utilisant I’ éthane comme gaz traceur. Ces incubations ont été faite au Département

de Productions Animales, Université des Gand.

2.1.2. Préparation et utilisation du paturage

Un péturage mixte de ray grass (Lolium pérenne) et de tréfle (Trifolium repens) a été utilisé
pour étudier les effets de la fertilisation azotée sur la composition botanique, les émissions de
méthane et I’ efficacité d' utilisation de I'azote. L’ expérience a eu lieu a Merelbeke sur un
paturage qui a été mis en défend et non fertilisé depuis deux ans. Avant lafertilisation, il a été
procédé a la détermination de |’ azote présent dans le sol. Un échantillon de sol a éé pris a

plusieurs endroits du paturage entre 0 et 30 cm de profondeur dans un premier temps et entre
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30 et 60 cm dans un deuxiéme temps. Ces échantillons ont été analysés au Département de
Phytotechnie et Ecophysiologie par 1a méthode Kjeldhal (AOAC, 1990). La concentration de
I’ azote dans le sol avant la fertilisation était en moyenne de 16mg/l, concentration trop faible
comparée avec I'optimum de 140mg/l (Gabiéls et al, 1984) d' ou la fertilisation azotée était
nécessaire. Le péturage utilisé ayant une superficie de 1640 nt a été subdivisé en deux
parties. une partie témoin (sans fertilisation azotée) et une autre destinée a étre fertilisée avec
150 kgN/halan. Etant donné la variabilité inter-animaux quant aux paramétres de la
fermentation dans le rumen, nous avons adopté un systeme en en carré latin de telle facon que
chague animal soit comparée avec lui-méme, la seule variable étant la composition de |” herbe
ingérée (provenant d’'un péturage fertilise ou non). Pour que ce systéme soit applicable sur
une herbe en croissance continue, chaque saison a été subdivisée en deux périodes et chague
portion du paturage (portion non fertilisée et portion fertilisée) subdivisée a son tours deux
parcelles. Ainsi, comme le montre la figure 1ll, la portion du paturage sans azote a éé
subdivisée en parcelles 1 et 3 et celle afertiliser en parcelles 2 et 4. Le tableau 1 montre que la
coupe des parcelles et la fertilisation (parcelle 2 au cours de la premiere période et parcelle 4
ou cours de la deuxiéme période) ainsi que la récolte du fourrage se faisaient de telle maniere
gu'un méme mouton recevait (a différentes périodes du carré latin) du fourrage apres un
méme nombre de jours de fertilisation.

lere périodedu carrélatin (P1) 2éme période du carrélatin (P2)
Parcelle 1 Parcelle 3
OkgN/ha/an OkgN/ha/an
moutons C et D 460 nt | moutons A et B 406 nt
Parcelle 2 Parcelle4
150 kg/ ha/an 150kg/ ha/an
moutons A et B 368 nt | moutons C et D 406 nt
Figurelll: Programme de fertilisation et subdivision du paturage en parcelles
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2.1.3. Animaux et ration

Pour des raisons pratiques (quantité de fourrage disponible, systéme de collecte des gaz,
facilité de manipulation), le mouton a été choisit comme anima modéele pour les ruminants.
Quatre moutons adultes (A, B, C, D) castrés pesant respectivement 66.8, 99.5, 66, 90 kg,
porteurs d’ une fistule permanente au niveau du rumen ont été utilisés. Pour pouvoir évaluer
auss bien les émissions CHy que les rejets d azote dans I’ environnement, les animaux étaient
gardés dans des cages métaboliques ou ils recevaient ad libitum de I'herbe fraichement
coupée du péturage selon le plan décrit dans le tableau 1.
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Tableau 1. Plan de coupe de I'herbe, fertilisation du paturage et récolte du fourrage

pour expérimentation

Par celles Traitement Utilisation du fourrage
lére saison
5Mai 99 1,234 coupe -
12 Mai 99 2 fertilisation (150kg N/ha) -
26 Mai 99 3,4 coupe -
Du 31 Mai au 13 Juin 99 1,2 récolte offerte aux moutons
adaptation
2 Juin 99 4 fertilisation (150kg N/ha) -
Du 14 au 25 Juin 99 1,2 récolte offerte aux moutons:
lére période
expérimentale
Du 26 Juin au 4 Juillet 99 3,4 récolte offerte aux moutons
adaptation
Du 5 au 19 Juillet 99 3,4 récolte offerte aux moutons:
2eme période
expérimentale
2éme saison
14 Juillet 1,234 coupe -
21 Juillet 2 fertilisation (150kg N/ha) -
3 Aolt 3,4 coupe -
Du 9 au 22 Aodt 1,2 récolte offerte aux moutons
adaptation
11 Ao(t 4 fertilisation (150kg N/ha) -
Du 23 Ao(t au 1,2 récolte offerte aux moutons:
3 Septembre lere période
expérimentale
Du 4 au 12 Septembre 3,4 récolte offerte aux moutons
adaptation
Du 13 au 26 Septembre 3,4 récolte offerte aux moutons:
2éme période
expérimentale




Pour simuler les conditions du paturage, |a ration subdivisée en 4 portions égales (distribuées
a 10.00 h du matin, 16.00 h de I’ aprés-midi, 22.00 h du soir et 4.00 h du matin) (figure 1V),
était donnée a I’ état frais. Notons au passage que le plan expérimental décrivant comment les
animaux étaient traités avait été préalablement approuvé par le comité d éhique en matiere
d' utilisation des animaux a des fins de laboratoire (Université de Gand). A chaque saison, au
cours de la premiére période du carré latin, les moutons A et B recevaient de I’ herbe fraiche
provenant de la parcelle fertilisée alors que les moutons C et D recevaient I’herbe de la
parcelle non fertilisée. Au cours de la deuxiéme période du carré latin de chague saison, on

procédait a une inversion du traitement des animaux (tableau 2).

2.1.4. M esure des paramétres du paturage

Les paramétres du paturage ayant fait I’objet de notre étude sont: I effet de la fertilisation
azotée sur la quantité de matiere seche (MS) produite par ha, la composition botanique
(proportion de tréfle et de ray-grass dans la MS) ains que la composition chimique du
fourrage: matiére organique, minéraux, protéines brutes (PB), fibres insolubles dans les
solvants neutres (NDF), fibres insolubles dans les solvants acides (ADF), les sucres solubles
dans I’eau (SS) et la concentration en nitrates. La composition chimique été déterminée selon
les méthodes officielles décrites par I' AOAC (Association of Official Analytical Chemists)
(AOAC, 1990). Ces parameétres du paturage ont été étudiés a partir d’ une semaine apres la
fertilisation. Au début de chague semaine, des échantillons d herbe étaient pris a plusieurs
endroits du paturage et au hasard selon la technique des placeaux (20 placeaux environ), puis
mélangés pour étudier |'effet de I’azote sur le rapport ray-grass / tréfle et la composition
chimique du fourrage. Chaque placeau avait une superficie de 625 cnf (25 cm x 25 cm) et
I” herbe était coupée a5 cm du sol, simulant ainsi 1a hauteur minimale de péture d’ un bovin.
Une partie de I’ échantillon était utilisée pour déterminer la MS et la composition chimique du
mélange alors que I’ autre servait a déterminer le pourcentage de trefle et de ray-grass dans la
MS par une séparation entre tréfle et ray-grass. La récolte, la détermination de la composition
botanique et chimique du fourrage étaient faites par le Laboratoire de Phytotechnie et

Ecophysiologie
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2.1.5. Evaluation de la quantité de matiére seche ingérée et apparemment digérée et
collecte deurines

La quantité de matiére seche donnée aux animaux, celle refusée aing que la matiére séche
excrétée sous forme de fesces était estimée en soumettant un échantillon de 50g a une
température de 70°C pendant 72h. Une partie des fesces étaient collecté était conservée a -
18°C afin de déterminer le pourcentage des protéines apparemment digérées. Pour compléter
I’étude de I efficacité d' utilisation de |’ azote, concomitamment a la collecte des fesces, des
urines ont été collectées pour le dosage de la quantité d’ azote excrétée dans les urines ainsi
que la croissance microbienne. La quantité d’'azote dans les urines et les fescés était
déterminée en utilisant la méthode Kjeldhal aors que la croissance microbienne était estimée
indirectement par le dosage des dérivés de purine excrétés dans les urines en utilisant le
HPLC (LKB-Bromma, 2152 HPLC Controller) (Barcells et a., 1994). Ces paramétres en
rapport avec l'ingestion, la digestion apparente, |'excrétion d'azote et la croissance
microbienne étaient déterminés au Laboratoire de Production Animale de I’Université de
Gand.

Table 2: Plan expérimental pour chaque saison

période / mouton durée (jours) A B C D

adaptation 14 N150 N150 NO NO
expérience 14 N150 N150 NO NO
adaptation 10 NO NO N150 N150
expérience 14 NO NO N150 N150

NO: péturage non fertilisé; N150: paturage fertilisé avec 150kg N / ha/ an

2.1.6. Collecte des gaz et évaluation des émissions de méthane

Au cours de chague saison, les émissions de méthane dans le rumen ont été étudiées pendant
deux périodes de deux semaines chacune (Pl et P2) séparées par 10 jours d' adaptation dans
un systéme en carré latin (tableau 2). Au cours de la P1 de chague saison, les moutons A et B
ont été adapté au péaturage fertilisé avec 150kg/ha/an d’ azote (N150) alors que les moutons C
et D recevaient le paturage non fertilisé (NO). Pendant |a deuxieme période, le traitement des
moutons a changé, les moutons A et B étaient alimentés avec le péaturage NO aors que les

moutons C et D recevaient le paturage N150. Pour mesurer |a production totale de méthane in



vivo, I’ éthane (C2Hg), un gaz qui se comporte comme du CH; a été utilisé comme gaz traceur
telle que inspiré par les travaux néo-zélandais (Moate et a., 1997). Contrairement a ces
derniers qui étudiaient la composition des gaz du rumen a un moment bien précis, au cours de
notre expérience, I’ éthane était infusé continuellement dans le rumen a I’aide d’ un dosimetre
de précision (Brooks instruments B.V., G/T 1000, Hollande) a une vitesse de 10ml par minute
pendant 6h. Au cours d’ une expérience préliminaire menée in vitro, il a é&é mis en évidence
que I’éhane n'est ni métabolisée ni oxydée dans le rumen et qu'il n'a pas d effet sur les
paramétres de fermentation ruminale. Le gaz totale expulsé par la fistule était collecté
continuellement pendant 6h entre 10.00 h (ration du matin) et 16.00 h (ration de |’ aprés-midi)

(figure 1V). La collecte se faisait a I’aide d' un dispositif décrit par Van Nevel et a. (1970)
modifié par Mbanzamihigo et al. (1995) pour I’ adapter a plusieurs moutons. Un tube en Durit
recourbé a bords mousses (pour ne pas léser la paroi du rumen) est introduit dans le rumen
jusgqu’au niveau du sac dorsal. Le tube est relié a des colonnes préalablement graduées
remplies de H,SO4 (0.1N) (deux par mouton: une en verre (7.5 1) et une autreen PVC (17.51))

al’aide de tubes fins en caoutchouc souple. Les contractions ou |’ augmentation de la pression
intra-ruminale entrainent |’expulsion du gaz total dans une des colonnes provoquant ains
I”évacuation de I’ acide sulfurique vers un grand bac prévu a cet effet, ce qui permet de lire
directement la quantité de gaz total expulse. La lecture est facilitée par du bleu de méthyléne
préalablement mélangé avec |’ eau acidifiée (pH: 2-3). Entre la canule du rumen bien fermée
et les colonnes, se trouve un tube collectant d’ éventuels contenus du rumen expul sés en méme
temps que le gaz. Les pinces installées sur les tubes en caoutchouc permettent de fermer une
colonne pleine de gaz et en ouvrir une autre. La colonne remplie de gaz est ensuite reliée a
une pompe aspirante a eau qui permet de la vider. Au cours du vidange, un échantillon (1ml)

de gaz total est pris a |’aide d'une seringue hermétiquement fermée pour la détermination de
la composition du gaz total en CHs et GHs par chromatographie (chromatographe: F&M,

Dua Column GC 700). Le dispositif décrit plus haut est illustré par la figure V. La méhode
utilisée pour collecter les gaz expulsés par la fistule nous a permis de récolter non pas la
totalité, mais seulement une portion du gaz total produit au niveau du rumen. En effet, une
partie des gaz de fermentation a été évacuée par éructation et par respiration (Van Nevel et a.

1970) d'ou I'intérét de I’ é&hane. Etant donné que I’ CoHg et le CH4 se comportent de la méme
facon, ils se trouvent donc dans les mémes proportions auss bien dans le gaz collecté que
dans le gaz éructé ou expiré. Connaissant le % viv CHy et celui de GHg dans la quantité

collectée ainsi que la quantité totale d’ éthane infusée dans le rumen (Q C,He), on peut
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calculer la quantité totale de CH, produite (Q CH,) en 6h comme suit: Q CH4 (ml) = (% viv
CH4/ % viv GHe) * Q CoHg (M) représentant 1/ 4 de la quantité produite en 24 h par un
mouton ayant ingéré une quantité connue de MS.

ration: ration: ration: ration:
lere portion 2éme portion 3éme portion 4éme portion
9h30 10h00 COLLECTE 16h00 22h00 4h00
T > DESGAZ <
Début de I’infusion Fin del’infusion de
de CzHG de C2H6

FigurelV: Plan quotidien de rationnement des animaux, d’infusion d’C,He et de collecte
desgaz

Gaz total

‘

g

. -

FigureV - Schéma du dispositif utilisé pour infuser |’éthane et collecter les gaz et le jus
du rumen
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2.1.7. Collecte du jusdu rumen et dosage des acides gras volatils et de|’ammoniac

Pour étudier I’ effet de la fertilisation azotée sur les proportions des AGV et I’ utilisation des
proténes, nous avons dosé les AGV et I'ammoniac dans le jus du rumen. Gréce a un tube en
Durit traversant le bouchon du rumen, le systéme de collecte des gaz permettait de prendre
concomitamment des échantillons de jus du rumen & 10.00 h (avant I'ingestion de la ration du
matin ) a 12.00 h (3 h apres) et 2 16.00 h (6 h apres). Un échantillon de 50 ml de jus du rumen
était récolté, le pH directement mesuré puis acidifié (2% HSO4 10N), centrifugé (12000 x ¢
pendant 15 minutes) avec une centrifugeuse (MSE, Amsterdam, Hollande). Les échantillons
filtrés étaient conservés a 4°C avant le dosage des AGV (chromatographie) et de I'NH3z a
Iaide d'un éectrode du type Ammonia - selective gas electrode (Metrohm Ltd CH - 9101,

Herisan, Switzerland).

2.1.8. Dégradabilitéin sacco (M'S, protéines brutes)

Pour mettre en relation la production de méthane avec la dégradabilité de la MS, et pour
évaluer la dégradabilité des protéines dans le rumen, des incubations in sacco en utilisant de
I"herbe lyophilisée issues de deux péturages étaient faites. Du fourrage frais récolté sur les
deux péturages (fertilisés et non fertilisés) était coupé et amené immeédiatement au laboratoire.
Chague échantillon était bien mélangé, coupé puis congelé pendant 24 (-18°C) avant d’ étre
lyophilisé. Les échantillons éaient moulus dans un moulin & moulin & marteau de type
Brabander sur tamis d’ 1mm puis stockés dans des sacs en plastique avant leur utilisation. Des
sachets en polyamide (Solana, Edegem, Belgium) ayant 14 cm de longueur, 5 cm de largeur et
des pores de 37um de diamétre ont été utilisés. Neuf sachets contenant chacun 2 g d’ herbe
(péturage fertilisé et non fertilisé) ont éé introduits dans le rumen de chague mouton a 10.00
h (avant I'ingestion du repas du matin) pour étre retirés successivement 3h, 6h, 9h, 12h, 23h,
48h et 72h aprés, les deux sachets restant servant de réserve. Aprés le retrait des sachets du
rumen, ceux-ci étaient rincés a la main, lavés deux fois a la machine pendant 15 minutes
(Miniwash, Liége, Belgium) puis sechés a 65°C pendant 48h et les résidus analysés pour en
déduire finalement le pourcentage de matiere seche (MS) et de protéines dégradées dans le
rumen. Un sachet était non incubé mais lavé comme les autres pour déterminer la MS et les
protéines solubles ou rapidement dégradées. Les résultats de la dégradation de la MS et des
protéines étaient introduits dans le modéle proposé par Orkov et McDonald (1979): D (t) = a
+ b (1 - €') o0 D: dégradabilité au temps t, a la fraction soluble considérée comme
rapidement dégradable, b: fraction non soluble mais potentiellement dégradable, c: vitesse de
dégradation de b.
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2.1.9. Incubations in vitro

Etant donné la multitude de phénoménes qui se passent in vivo (ex: absorption des AGV,
recyclage de I’ azote, sécrétion de |’ azote endogene), pour confirmer les résultats observés in
vivo, nhous avons procédé a deux incubations in vitro par semaine expérimentale. Un
échantillon 500mg d'herbe lyophilisée et moulue (1mm) provenant des deux types de
paturages (fertilisé et non fertilisé) a été incubé (39°C) sous une atmosphére de CO, (pureté:
99.99%) en double dans du contenu du rumen (10 ml) récolté sur chague mouton avant le
repas du matin et mélangé avec 40ml de tampon phosphate. Une autre incubation était faite
sans substrat. Aprés 24h, I'incubation a été stoppée avec 2% de HSO,4 10N et un échantillon
(2ml) de gaz a été pris sur chague flacon pour déterminer la production de méthane aors que
le jus était conservé pour le dosage des AGV. La production nette de méthane et des AGV
était calculée en faisant la différence entre les produits de I’incubation avec et sans substrat.
Pour vérifier s les incubations ont été bien conduites et qu’il N’y a pas de substance réduite
qui n'aurait pas été analysée, les bilans d’ hydrogene métabolique des différentes incubations
ont été calculés a |’ aide des équations stoechiométriques établies par Demeyer (1991): Bilan
2H métabolique (2Hr) = 2H utilisé x 100 / 2H produit ou 2H produit = 2A + P + 4B et 2H
utilise= 2P + 2B + 4CHj.

2.1.10. Vitesse de passage

Afin de pouvoir calculer la dégradabilité effective de I herbe ingérée, la vitesse de passage des
particules du rumen était déterminée a I’aide du Chrome comme marqueur selon la méthode
décrite par Uden et a. (1980). Du foin mordancé au chrome (12-14 % de chrome dans le foin)
(40g foin mordancé / mouton) éait introduit dans le rumen & 10.00 h et un échantillon de 50g
du contenus du rumen était pris successivement aprés 3h, 6h, 9h, 12h, 24h, 36h, 48h and 72h
pour suivre le taux de passage des particules du rumen. En combinant la dégradabilité in
sacco et le taux de passage des particules du rumen (k), la dégradabilité effective (DE) de la
MS et des protéines dans le rumen était calculée comme suit: DE = a+ b*c/ (c + k) (Orkov et
MacDonald (1979).

2.1.11. Comptage des protozoair es

Les protozoaires jouent un role important dans la production de méthane. En effet, il a éé
établi par plusieurs auteurs (Whitelaw et al., 1984 ; Hegarty et a., 1991 ; Newbold et a.,
1995) que la production de méthane est largement dépendante de la symbiose des

méthanogenes avec les protozoaires. Pour ce faire, pendant la premiére saison expérimentale,
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des contenus du rumen étaient récoltés avant le repas du matin et 3h apres, 10ml fixés avec
10ml d'une solution fixatrice (50% glycérol + 48% d'eau déminéralisée + 2% formalhehyde)
et le tout était conservé a 3°C pour la détermination de la concentration des protozoaires dans
le rumen ains que la proportion de certaines familles de protozoaires. Avant le comptage, un
échantillon de 10ml du mélange éaient 10 fois dilué avec la solution fixatrice puis 0.55ml du
diluét introduit dans la chambre de comptage du type Hawksey (England). Aprés 10 minutes
de dtabilisation, le comptage des protozoaires était faite sous microscope avec le
grossissement 125 dans 30 champs représentant 1/293°™ de toute la chambre de comptage qui
a un volume de 0.55ml. Un tenant compte du taux de dilution et du nombre de champs
comptes, la concentration des protozoaires (P) était calculée comme suit: P =X * 200 * 293 /
0.55 (X: nombre de protozoaires dans les 30 champs). L’identification des genres de
protozoaires (Entodinium, Isotrichidae, Diplodinium et Epidinium) était faite selon une clé
d’identification publiée par Ogimoto et Soichi (1981).

2.1.12. Analyses statistiques

Les effets de la fertilisation azotée sur les paramétres étudiés ont été évaués en utilisant la
procédure GLM et le test de Duncan en mettant tous les animaux ensemble. En second lieu, le
test “one-way ANOVA” était utilisé pour évaluer |’ effet animal et saison indépendamment du
traitement subit par les animaux. Tous ces tests éaient faites avec le programme statistique
SPSS. Les résultats sont sous forme de moyennes + écart type et la différence significative
était déclarée a P<0.05. Pour les protozoaires, le nombre total des protozoaires était
transformé en logarithme naturdl et I’ effet azote et animal éait testé comme décrit plus haut.
Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart-type des valeurs non

transformées.

2.2. Résultats

2.2.1. Expérience préliminaire

Les résultats présentés montrent que I’ é&hane n’est ni métabolisé dans le rumen ni oxydé. En

effet comme le montre les tableaux 3 et 4, le recouvrement de ce gaz est bon avec ou sans

oxygene et ce gaz traceur n'a pas d' effet sur la production de méthane.
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Table 3: Composition des gaz avant et apres|’incubationin vitro (moyenne (et)) (n=4)

Traitement” Avant I'incubation

(umole/ flacon)

Aprés I'incubation

(umole / flacon)

O, CiHs N, | O, CoHe N, CO, CHs H,
T1 0 0 6221 | 51 0 5129 672 476 18
0) © (394 | (78 (0 (1218 (63 (35 (04
T2 217 0 6468 | 20 0 6343 950 379 14
15  (0) (800) | 23 (0)  (491) (203) (43) (02
T3 224 447 7378 | 58 462 7329 882 364 17
(33 (65 (1442 | (51) (37) (1268) (155) (23) (05)
T4 21 428 6029 | 19 399 5477 831 426 14
(1) (68) (598) | (26) (77) (1101) (37)  (34) (0.

" :T1, T2, T3, T4: incubations in vitro faites respectivement sousN2; N2 +5ml Oz ; N2 + 5
ml O, + 10 ml C;Hg et N2 + 10 ml C;Hg ; €t: écart type.

Table 4: Recouvrement de |’ éhane et son effet sur la production desgazin vitro

(moyenne (et)) (n=4)

Traitement” avant incubation aprés incubation CO, CHg, H,
pumoles CoHg / mmole N2 pmoles / flacon

T1 0 0 672 476 1.8
) ) (63) (35) (0.4)

T2 0 0 950 379 14
) ) (203) 43 (0.2)

T3 61 64 882 364 1.7
(7) (7) (155) (23) (0.5)

T4 72 74 831 426 14
(12 (12 (37) (34 (0.3

" T1, T2, T3, T4: incubations in vitro faites respectivement sous N2 ; N2 + 5 ml Oz ; N + 5 ml
O, + 10 ml CoHg et N2 + 10 ml CyHg ; €t écart type.
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Comme le montre le tableau 5, la quantité de méthane mesurée est égale a la quantité calculée

al’ade de I’ é&hane infusé montrant ainsi que I’ éthane est un bon gaz traceur.

Table 5: Comparaison entrele CH4 mesuré et le CHy4 calculée en utilisant CoHg infusé

(moyenne (et)) (n=4)

Traitment ~ CHy4 C2Hs C2Hg infusé CH; ~ caculé CH4 mesuré
(%) pmoles/flacon
T3 4.1 5.2 447 350 364
(0.4) (0.5) (65) (44) (23)
T4 6.1 5.6 428 466 427
(1.0) (0.8) (68) (92) (34)

" T3, T4: Incubations in vitro faites sous N + 5 ml O, + 10 ml CzHg et N2 + 10 ml CoHe
respectivement ; ~ : CHj produit = (%CH; aprés incubation x CoHg infusé avant |’ incubation)

! (% CzHg aprés I’incubation) ; et: écart type.

L’ éthane n'a pas d' effet ni sur la production d’ AGV totaux et donc sur la quantité de substrat

fermentée ni sur les proportions d’ AGV (tableau 6).

Table 6: L'effet del’éhane sur les fermentationsin vitro des contenus du rumen
(moyenne (et)) (n=4)

Traitement” Cz Cs Cs AGV totaux CHg Ha 2Hr
production nette

pumoles / flacon (%)

T1 871 309 201 1384 476 1.2 103
(80) (36) (6 (118) (35 (04 ©)

T2 919 281 203 1403 380 14 85
(90) (CTUR ) (134) 43 (0J) )

T3 939 287 178 1404 364 1.7 83
(79) (10) (17) (106) (23) (0.5 2

T4 833 308 168 1308 427 14 101
(80) 179 (2 (115) (34) (03 1)

C,, G;, C,: acétate, propionate, butyrate ; *: T1, T2, T3, T4: : incubations in vitro faites respectivement
sousN,; N, +5ml O, ; N, +5ml O, + 10 ml C,Hg et N, + 10 ml C,Hg ; €t: écart type ; -: non mesuré.



Les résultats ci-haut confirment globalement gque I’ é&hane n’est pas métabolisé dans le rumen,
n'est pas oxydé, n’influence pas la fermentation ruminale et qu'il peut donc étre utilisé
comme gaz traceur. Les quelques variations observées ici et la traduisent de petites

imprécisions lors des différents dosages.

2.2.2 Effet de la saison et de la fertilisation azotée sur la production de matiére séche, la
composition botanique et chimique du fourrage

Comparé avec le contrle (NO), la fertilisation azotée (N150) a augmenté la quantité de MS
produite par ha ainsi que la proportion de ray grass au dépend du trefle et ces effets sont
dépendants de la saison (tableau 7). Ainsi, en moyenne, au début de |’ été (Juin - Juillet: saison
1), lafertilisation avec150kgN/ha/an a augmenté de 29% la production de M S par ha et réduit
la proportion de tréfle de 35 a 16% de laMStotale. A lafin de |’ été (Aodt - Septembre: saison
2) la production de M S a augmenté de 46% et la proportion de trefle est passée de 51% a 40%
de laMS. L’effet de la saison sur la production de la biomasse était plus important que I’ effet
de la fertilisation étant donné gqu’en moyenne, la MS produite par ha a plus que doublé au
cours de la premiére saison en comparaison avec la deuxiéme saison indépendamment du
traitement.

L’ effet positif de la fertilisation azotée sur la production de la biomasse dans un péturage
mixte fertilisé avec un niveau d’azote relativement faible est bien documenté (Reid 1970 ;
Frame et Newbould 1986 ; Barthram et a., 1992) montrant que |’azote reste un facteur
limitant pour la fixation du carbone méme en cas de mélange: graminées - |égumineuses.
L’'effet de la saison sur la production de MS observé dans cette expérience avait été
précédemment rapportée par Salaun et al. (1999) et est lié aux conditions climatiques comme:
la température, I’ eau, le nombre de jours et la durée de I’ ensoleillement. L’ augmentation de
I”accumulation du ray grass au dépend du trefle quand I’ azote est gjouté est aussi bien connue
(Schils, 1997 ; Hoglind, 1998 ; Kesder et Jolidon, 1998). La diminution du tréfle est
provoquée principalement par |'effet compétitif du ray grass pérenne pour I’utilisation de
I"azote et Schils (1997) a souligné que cet effet pourrait étre atténué par une augmentation de
la fréguence de coupe. L’ effet négatif du fertilisant azoté sur le trefle était plus forte au cours
de premiére qu'au cours de la deuxiéme saison. Cela est due a I'effet additionnel de
I’ombrage exercé par le ray grass sur le tréfle au début de I'é&é (Schwank et al., 1986 ;
Barthram et al., 1992), étant donné qu’il y’avait plus de ray grass au cours de la premiére

gu’ au cours de la deuxieme saison.



Table 7: Effet de la fertilisation sur la production de matiere seche ains que la

composition botanique et chimique du péaturage (moyenne (et)) (n=4)

parametre / traitement saison 1 saison 2
NO N150 NO N150  effet saison
production de MS (kgha™*) 4607 5030  1646%  2397° *kk
(1666)  (1323)  (64) (482)
proportion de tréfle (% MS) 35.0° 159° 5142  394° ok
(3.3) (2.4) (1.7) (10.1)
PB (% MS) 12.2 13.8 21.9 23.2 ok
(1.4) (2.1) (1.9) (2.3)
protéines (kg ha't) 5507 804° 360° 551° A kK
(148) (116) (37) (98)
NDF (% MS) 495 49.4 58.7 60.8 i
(6.5) (7.7) 2.7) (1.5)
SS (% MS) 13.4 14.1 5.0 49
(3.3) (4.3) (0.8) (1.2)
GB (% DM) 4.0 46 - - -
(0.4) (1.2)
NOs™ (ppm) 552 250° 14022 347%°

(28)  (210) (1136)  (1486)

NO: paturage non fertilisé; N150: paturage fertilisé avec 150kg N ha'lan-1; MS: matiére
seche; PB: protéines brutes;, NDF: neutral détergent fibre; SS. sucres solubles, GB: graisses
brutes; a, b: les valeurs moyennes porteuse d’ une lettre différente dans la méme ligne et au
cours d’une méme saison sont significativement différentes (p<0.05); -: non déterming; **
et ***: effet significatif avec p<0.01 et p<0.001.

Lors de I’ é&ude de I’ effet de la fertilisation azotée sur la composition chimique du fourrage,
notre attention a été portée principalement sur les composantes du fourrage pouvant avoir une
influence directe ou indirecte sur la production de méthane: les protéines brutes (PB), les
fibres (NDF), les graisses brutes (GB) et les sucres solubles (SS). Comme le montre le tableau
3, la fertilisation azotée n'a pas changé significativement le taux de protéines brutes dans la
MS. Au contraire, une fois de plus, I’ effet de la saison était plus important que celui de I’ azote

étant donné que le pourcentage des PB était clairement plus élevé au cours de la deuxiéme
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(23%) que la premiére saison (13%). Une augmentation du pourcentage de PB suite la
fertilisation azotée était attendue. Au cours de cette expérience, |’ absence d’ une augmentation
du pourcentage des PB quand I’ azote est incorporé dans le sol pourrait étre expliqué par la
diminution du tréfle, plante connue pour contenir beaucoup plus de protéines que le ray grass
a un méme stade de croissance. Bien plus, I’ effet de la dilution des protéines dans de la MS
augmentée suite a la fertilisation azotée n'est pas négligeable. Ainsi, une augmentation de la
production totale des proténes brutes par ha suite a la fertilisation a été observée au cours des
deux saisons (tableau 7). Méme s un plus grand pourcentage de PB était observé au cours la
deuxieme qu’'au cours de la premiere saison, I'inverse était observé quant a la production
totale de PB. Ces résultats confirment que les engrais azotés sont plus efficacement utilisés
pour la production de MS et de protéines au début qu’'a la fin de I'été. En rapport avec la
nutrition des ruminants, il a éé rapporté que les protéines du tréfle comparées a celles des
herbes sont moins ou aussi bien protégées contre la dégradation dans le rumen mais leur
absorption au niveau de I'intestin gréle est plus élevée (Peyraud, 1993 ; Steg et a., 1994).
Comme le montre le tableau 7, il nN'y a aucun effet claire du fertilisant azoté sur le
pourcentage de fibres (NDF), seul I’ effet saison a été observé, la deuxieme saison montrant un
plus grand pourcentage de NDF que la premiére (56 vs 44%). La fertilisation azotée a
augmenté |” accumulation des nitrates dans la MS. Néanmoins, cette dose est en dega de 15000
ppm, dose au dessus de laguelle les animaux alimentés en cage avec de I’ herbe fraiche ad
libitum peuvent étre intoxiqués (Geurink et al., 1982). La fertilisation n’a eu aucun effet sur
les SS, seul un effet saison tres fort (P<0.001) a été observé. Ainsi contrairement au
pourcentage des PB, au cours de la deuxieme saison, |'herbe était plus riche en SS qu’au
cours de la premiére saison. En moyenne, le pourcentage des graisses brutes (GB) est toujours

faible (c.a 4.5%) indépendamment du traitement, de la période et de la saison.

2.2.3. Evaluation de la méthode de mesure des émissions de méthane

Au cours d'une expérience préliminaire in vitro, il a éé démontré que I'éhane n'est ni
métabolisé ni oxydé et n'a pas d effet négatif sur les parametres de la fermentation ruminale
et qu'il peut donc ére utilise comme gaz traceur. Les résultats des expériences in vivo
rapportés dans le tableau 8 montrent gu’en moyenne la production de méthane mesurée au
cours de cette expérience en utilisant |’ éthane comme gaz traceur est dans la limite des valeurs
rapportées par MacCaughey et al., (1999) utilisant le SFs. En acceptant comme le suggere
Murray et a., (1976) que 15% du méthane total est produit dans le gros intestin, nos résultats

obtenus in vivo sont comparables avec ceux obtenus en utilisant une chambre respiratoire
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(Shibata et al., 1993) ou avec la méthode micromeétéorologique (Judd et al., 1999).

Tableau 8: Comparaison de nosrésultats avec ceux obtenus avec d’autres méthodes

Source animal méthode CHg4 ration
Nosrésultats mouton CoHe 25.81(5.0)/ kg ray-grass/
M SI trefle blanc
McCaughey et al. 1997  bouvillon SFs 3271/ kgMSl dfafa/ herbe
Shibata et al., 1993 mouton & chambre 26.7 1/ kg MSI fourrage /
chévre respiratoire concentreé
bovin, équation de 2421/ kg MSI fourrage /
mouton & régression concentreé
chevre
Judd et al., 1999 mouton micro- 16.01 (5.9 /kg ray-grass/ trefle
météolo- MSl blanc
gique

MSI: Matiere seche ingérée

2.24. L'effet de la fertilisation azotée sur les émissions de méthane et le profil
fermentaire danslerumen

Méme s le systeme en carré latin utilisé n'a pas pu empécher I'interaction des effets de la
fertilisation azotée et de la saison sur la composition botanique et chimique du fourrage, nos
résultats n"ont montré aucun effet significatif de la fertilisation azotée sur les émissions de
méthane et aucun effet claire sur le profil fermentaire dans le rumen n’a été décelé (tableau 9).
L’'absence de I'effet de la fertilisation azotée sur la méthanogénese est confirmée par les
résultats in vitro (tableau 10). Bien plus, aucune différence entre les deux saison n'a été
observée quant a la production de méthane malgré une différence claire dans le pourcentage
de PB (13 vs 23% pour la premiére et la deuxieme saison respectivement). Ces résultats ne
sont pas en accord avec | hypothése qu’ une augmentation du pourcentage des PB dans I’ herbe
par la fertilisation devrait se traduire par une diminution de la méthanogénése (Demeyer et
Van Nevel, 1979; Cone et Van Ghelder, 1999). L’ absence d' effet des protéines brutes sur la
production de méthane est probablement due a la différence dans la nature de I’ azote présent

dans I'herbe mais auss aux interactions avec les effets de la composition botanique et



chimique du fourrage. En effet, la diminution de la méthanogénése induite par un pourcentage
élevé de PB au cours de la deuxieme saison pourrait avoir éé compensée par une
augmentation de la production de méthane consécutive a une augmentation du pourcentage

des fibres (NDF) observée au cours de la méme saison (tableau 7).

Table 9 Effet de la fertilisation azotée sur les émissions de méthane in vivo, le pH, la

concentration et les proportions des AGV ( moyenne (et)) (n=16)

traitement MSI CHg4 Co Cs Cs I1AGV AGVt pH
(gjour™) (Ikg*MSI) (%) mmoles It

saison 1

NO 1114 25.2 67.8 19.1* 11.3 2.1 104.8 6.21
(171) (L7) (06 (04 (04) (07) 34 (007

N150 1082 24.5 66.4 20.2° 11.3 2.6 102.8 6.44
(133) 24 (06 (04 (03 (09 34) (007

saison 2

NO 1062 27.3 67.3 172 12.0* 40 114.4 6.35
(193) (16) (05 (03) (03) (04) 41  (0.06)

N150 1063 26.5 66.4 186 11.7° 35 111.0 6.48
(111) 22 (04 (04 (02 (11 (53 (0.07)

MSI: matiére séche ingérée; C, , Cs3 , C4: acétate, propionate, butyrate; iIAGV: iso-acides
gras volatiles; AGVt : acides gras volatiles totaux; NO: péturage non fertilise; N150:
paturage fertilisé avec 150kg Nhalan®; a, b: les valeurs moyennes avec des lettres

différentes dans la méme colonne different significativement (p<0.05)



Table 10: Effet de la fertilisation azotée sur la production de méthane in vitro, la

concentration et les proportionsdes AGV (moyenne (et)) (n=4)

Tratement  C Cs Cs IAGV CH, AGVt 2Hr
mmoles mole* AGVt mmoles (%)
flacon?

saison 1
NO 568 268 120% 227 197 2457 84
(53) (57) (14) () (39) (265) (7
N150 588 258 108" 17° 200 2470 84
(40) (41) (15) (7 (52) (360) (10)

saison 2
NO 601 217 97 27 196 2389 80
(42) (22) (13) €) (30) (121) ®)
N150 613 217 97 26 194 2397 79
(24) (26) (15) 4 (35) (79) ®)

C., C3, Cy: acétate, propionate, butyrate; iIAGV: iso-acides gras volatiles; AGVt: acides
gras volatiles totaux; 2Hr: bilan dhydrogéne meétabolique=[(2P+2B+4CH,; [/
2A+P+4B)*100] (Demeure, 1991); NO: paturage non fertilisé; N150: paturage fertilisé avec
150kg Nha'an-1; a b: les valeurs moyennes avec des lettres différentes dans la méme

colonne different significativement (p<0.05).

2.2.5. Effet animal sur la production de méhane in vivo et les autres paramétres de la
digestion ruminale

A laplace de |’ effet azote sur les émissions de méthane, un effet animal significatif (P<0.05) a
€été observé, un animal a produit en moyenne moins de méthane (20.3£3.1 |1 / kg MSI que les
trois autres (27.6x4.1 | / kg MSI, n=48) (calculs issus du tableau 11). La variabilité inter-
animal pour les émissions de méthane a éé rapportée depuis trois décennies auparavant par
Blaxter et Clapperton (1965) et plus récemment par Ulyatt et a. (1999). La faible production
de méthane par kg de matiére organique ingérée observée chez le mouton A éait
accompagnée d’'un pH du jus du rumen faible et d’ une plus grande concentration en AGV
totaux. Une variation individuelle dans la dégradation de la MS liée a un faible pH avait d§a

été observée par De Smet et Demeyer (1992) et on pourrait penser que la faible production de



méthane observée chez le mouton A est seulement liée a cette faible dégradabilité de la MS.
Néanmoins, la production de méthane in vivo calculée par kg de MS effectivement dégradée
montre un effet animal persistant (tableau 11) confirmant ains I’ effet dépressif du pH sur la
méthanogenése comme récemment rapporté par Lana et al. (1998). Lassey et al. (1997) et
Judd et al. (1999) ont émis I’ hypothése que I’ effet interindividuel était d origine génétique et
Martin et a. (2000) ont suspecté la entre animaux quant aux communautés microbiennes du
rumen. Dans tous les cas, |'effet animal tend a étre persistant dans les incubations in vitro
(tableau 12) montrant que ces différences dans la production de méthane pourraient traduire
effectivement une différence des communautés microbiennes présentes dans le rumen des

différents moutons.

Table 11: Effet animal sur les émissions de méthane in vivo, la digestion et les

paramétres de fermentation ruminale (moyenne (et))

moutons A B C D

MSI (g jour™) 10212 (172) 1073®(161)  1057°(118)  1171°(126)
CHa (I kg*MSI) 20.3%(3.1) 26.8°(4.6) 27.7°(3.8) 28.3°(3.9)
V (%MS) 4.22(1.2) 8.5 (3.1) 6.9% (2.0) 6.3°(1.5)
DP (%MS) 87.5(3.5) 88.2 (3.1) 86.7 (3.5) 86.4 (3.3)
k (%/h) 4.6% (1.1) 5.2%(1.0) 4.6 (0.5) 3.4°(0.6)
DE (%) 61.7%(5.0) 66.9% (5.6) 68.7°(5.7) 69.6° (5.5)
CHs (I kg*MSD) 33.04(5.3) 40.7°(8.1) 40.4° (6.6) 41.0°(7.2)
DTA (%MS) 76.2% (6.2) 79.1% (4.3) 71.8°(38)  75.9%(5.7)
C2 (%) 68.0%(2.8) 68.7%(2.5) 63.2°(2.0) 68.3%(1.6)
Cs (%) 20.0%(2.2) 17.6°(1.5) 20.7%(2.3) 17.2°(1.3)
Cs (%) 9.5%(1.5) 9.6%(1.5) 11.6°(1.5) 12.2°(0.8)
IAGV (%) 2.0%(1.1) 3.7°(0.9) 3.4°(0.8) 3.1°(0.9)
AGVt (umoles/100ml) 1355%(155)  86.8°(139)  106.8°(19.6) 102.2°(15.0)
pH 5.92%(0.25) 6.66°(0.19)  6.49°(0.28)  6.41°(0.27)

MSI: matiere seche ingérée; MSD: matiere seche dégradée; DTA: digestibilité totale

apparente;

V: vitesse de dégradation; DP: dégradabilité ruminale potentielle; DE:

dégradabilité ruminae effective; G , G, C4: acétate, propionate, butyrate; IAGV: iso-
acides gras volatiles; AGVt: acides gras volatiles totaux; a, b, c: les valeurs moyennes avec

des lettres différentes dans la méme colonne différent significativement (p<0.05).



Tableau 12: Effet animal sur la production de méthane in vitro et les parameétres de la

fermentation danslerumen (moyenne (et)) (n=8)

moutons C, Cs Cs IAGV CH,4 AGVt 2Hr.
mmoles mole ' AGVt mmoles flacon* (%)

A 5582 2722 104 24 1752 2375 82
(48) (54) (14) (6) (42) (191) (10)

B 615° 227° 108 22 209° 2515 81
(31) (33) (23) (7) (36) (293) (7)

C 5712 2572 103 24 180% 2411 81
(29) (37) (16) (7) (33) (208) (8)

D 628° 206° 106 23 223° 2413 82
(12) (14) (14) (7) (23) (221) (4)

C,, C3, C4: acétate, propionate, butyrate; iIAGV: iso-acides gras volatiles; AGVt: acides
gras volatiles totaux; 2Hr: bilan dhydrogénes métabolique=[(2P+2B+4CH, /
2A+P+4B)*100] (Demeyer, 1991) ; NO: péturage non fertilise; N150: péturage fertilisé
avec 150kg Nha'an-1; a, b: les valeurs moyennes avec des lettres différentes dans la méme

colonne different significativement (p<0.05).

D’ aprés la stoechiométrie (Wolin 1960; Demeyer 1991), la faible production de méthane in
vivo dans le mouton A devrait s accompagner d’une plus grande proportion de propionate et
d'une plus faible proportion d' acétate. Malgré tout, aucun effet claire du profil fermentaire n’a
été observé. La corrélation négative entre la production de méthane et la proportion de
propionate suppose que les AGV sont absorbés dans les mémes proportions qu’ils sont
produits. D’ apres McLeod et al. (1984), quand le pH du rumen est bas, la vitesse d’ absorption
du propionate et du butyrate est plus élevée que celle de I’ acétate. Aing, |’ absence d une plus
grande proportion propionate dans le jus du rumen du mouton A malgré sa plus faible
production de méthane serait due a son pH bas qui induit des différences dans la vitesse
d absorption des différents AGV. En accord avec la stoechiométrie, la faible production de
méthane observée in vitro chez le mouton A était accompagnée d une plus grande production
de propionate et d’une plus faible production d’ acétate alors que le butyrate n’a pas changé
significativement (tableau 11).
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2.2.6. Comparaison entre la quantité de méthane mesurée et celle estimée a I’aide des
équationsdel’ PCC

La quantité de méthane produite dans le rumen de chague mouton par an a été estimée et
comparée avec celle calculée en utilisant les équations de I'lPCC. Aingi, les coefficients de
variation entre la quantité de méthane mesurée et celle calculée est élevée pour le mouton A
(33.8%) aors pour les moutons B, C et D le facteur d' émission (IPCC, tier 1) (8kg de
méthane / ha/ an) ains que le méthane calculé en utilisant la méthode de I’ [PCC (tier 2) (7.4-
8.5kg de méthane / animal / an) est dans les limites de la production de méthane mesurée
(tableau 13). 1l est donc claire que la précision des estimations de la production de méthane

effectuées par I’ I|PCC pourrait étre améliorée en incorporant le facteur animal entre autre.

Tablel3: Comparaison entre les émissions de méthane mesur ées et estimeées a I’ aide des

équations établiespar I'l PCC

moutons MSI (gjour™?) méthane produit (kg arit)

mesuré IPCC: tier 12 IPCC: tier 2°
A 1093 53 8.0(33.89 8.0 (33.8)
B 1169 7.5 8.0(6.3) 8.5 (118)
c 1012 6.8 8.0 (5.0) 7.4(8.1)
D 1120 8.0 8.0(0.0) 8.2 (2.4)
moyenne (n=4) 1099 6.9 8.0 (13.8) 8.0 (13.8)

MSI: matiere séche ingérée; a: facteur d’émission dépendant de |’ espece animale et du
sous-groupe; b: émissions de méthane (kg / an) = [I'ingéré (Mj / jour * Ym * (365 jours /
an)] / [55.65Mj / kg de méhane] ou Ym = facteur de conversion exprimé en forme
décimale (ici 0.06) ; c: coefficient de variation (£) entre les émissions de méthane mesurées
et calculées en utilisant les équations de I’ |PCC (IPCC 1996).

2.2.7. Stoechiométrie de fermentation ruminale estimée a partir de la concentration des
AGYV et dela dégradabilité effective dansle rumen

La quantité de méthane produite dans les incubations in vitro en utilisant un inoculum du
rumen peut ére caculée a partir des AGV produits en utilisant les équations
stoechiométriques décrivant les flux d hydrogene (Demeyer, 1991). Suite a une absorption

continue des AGV dans le rumen, la production nette des AGV in vivo est difficile a mesurer.



Néanmoins, au cours de cette expérience, a partir de la dégradabilité de la matiere organique
mesurée a |’ aide de la technique des sachets de nylon et du taux de passage des particules du
rumen et de la concentration des AGV dans le rumen, il a éé possible de valider les équations

stoechiométriques décrivant le flux d’ hydrogéne métabolique in vivo (tableau 14).

Tableau 14: Les bilans d’hydrogéne métabolique (%), calculés a partir de la
dégradabilité effective de la matiére organique et de la concentration des AGV dans le

rumen (moyenne (et))

mouton saison 1 saison 2
A 96 (12) 92 (12)
B 97 (16) 109 (20)
C 109 (20) 104 (13)
D 103 (20) 102 (14)

Bilan d hydrogéne métabolique: 2Hr = (2P + 2B + 4 M)*100 / (2A + P + 4B) (Demeyer,
1991); A, P, B, M: production d’ acétate, de propionate, de butyrate et de méthane dans le

rumen.

2.2.9. Effet delafertilisation azotée sur les protozoair es

En moyenne, la fertilisation azotée n'a pas eu un effet significatif sur le nombre de
protozoaires (tableau 15). Seule une tendance (P=0.233) vers une concentration plus faible
des protozoaires quand les animaux sont alimentés avec de I’ herbe provenant d' un péturage
non fertilisé est observée. Cela est probablement due a la proportion de trefle plus élevée dans
ce paturage car cette légumineuse qui contient des saponines capable d agir négativement sur
le nombre de protozoaires. Néanmoins, la diminution des protozoaires semble trop faible pour

induire une diminution des émissions de méthane.



Table 15: Effet du traitement ) et del’animal " sur la concentration des protozoaires

danslerumen (moyenne (et))(n= 64 ou 16 pour (I) et (1) respectivement)

traitement "’ entodinium  isotrichidae  diplodinium  epidinium total
(%) 10°
NO 83.9(9.6) 3.0 (2.9) 5.8(4.1) 7.2 (5.0) 8.3(1.8)
N150 83.6 (7.7) 3.9 (35) 6.9 (5.1) 5.8 (3.3) 9.3 (2.6)
mouton”
A 88.9°(5.8) 1.4%(1.4) 4.4(3.9) 5.8% (3.0) 8.1%(2.1)
B 78.13(5.8) 5.9°(3.2) 7.6 (34) 8.4° (2.6) 10.6°(2.8)
C 88.0° (8.1) 1.7%(1.0) 7.1(6.2) 3.3%(3.9) 7.9%(1.6)
D 80.12 (9.3) 4.8°(3.4) 6.2 (4.4) 8.4° (5.1) 8.5%(1.4)

NO: paturage non fertilisé ; N150: paturage non fertilisé avec 150kg Nha'an™ a, b: les
valeurs moyennes avec des lettres différentes dans la méme colonne difféerent

significativement (p<0.05)

2.2.8. Effet delafertilisation azotée sur I’ efficacité de I’ utilisation de I’ azote dansle
rumen

La fertilisation ne provoque pas d effet significatif sur la dégradabilité des protéines brutes
(tableau 16). De nouveau, |'effet de la saison interfere avec le carré latin du plan
expérimental. Pourtant, en tenant compte de la variation due aux animaux et a la saison, il est
claire, que la qualité du péturage en terme de dégradabilité ruminale ne change pas sous

I’influence de la fertilisation.



Tableau 16: Deégradabilité in sacco des proténes brutes fraction rapidement
dégradable a et dégradabilité effective DE (%) (Orskov & McDonnald, 1979) (moyenne

C)))

saison Mouton Moyenne
A B C D
sason1 a(%) 55,8 55,1 56,1 54,4 55.4
(1,0)* (1,4) (4,9) (1,5) (2.2)
62,6 54,3 59,7 62,1 59.7
(11,9) (6,7) 2,2) (5,1) (6.5)
DE (%) 72,8 77,9 81,6 81,4 78.4
0,7) (31) (4.4) 1,9 (2.5)
73,2 74,6 74,2 78,2 75.1
(7,3) (5,7) (1,8) (1,9) (4.2)
saison 2 a(%) 54.2 54.7 55.2 54.5 54.6
(3.9) (3.9) (0.8) (4.3) 2.7)
59.9 59.0 65.5 62.8 61.8
(3.5) (3.7) (7.7) (6.3) (5.0)
DE (%) 735 795 75.1 77.1 76.3
0.6) (2.3) (0.9) (0.7) (2.6)
76.6 72.8 81.3 78.9 77.4
(1.6) 0.7) (0.8) (1.3) (3.4)

* Les valeurs foncées sont déterminées avec de I” herbe du péturage fertilisé (150 kg/ha/an)

Concernant, le taux d azote dégradable dans le rumen (tableau 17), il est claire que la saison
joue un réle plus important que le niveau de fertilisation. En effet, comme la valeur des
protéines brutes dégradées dans le rumen en comparaison avec la matiere seche dégradée
donne une indication du surplus de I’ azote par rapport a I’ énergie, il est clair que le surplus
d azote (> 165 g de proténes incorporées par kg de matiére seche dégradée Tamminga et al.,
1992) est plus important dans la deuxieme saison que dans la premiére quel que soit le niveau
de fertilisation (tableau 17). Il est & noter gu’ aucun traitement dans n’importe quelle saison ne

provoque vraiment un manque d’ azote pour la croissance des microbes ruminales.
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Tableau 17: Protéines brutes dégradées dans le rumen en comparaison de la matiere
seche dégradée (g PBED/gM SED) (moyenne (et))

saison Mouton Moyenne
A B C D

saison 1 173.0 168.3 168.5 167.8 169.4
(21.3)* (15.4) (19.2) (15.0) (16.9)
140.2 146.9 138.5 147.6 143.3
(23.8) 11.4) (18.1) (20.6) (18.2)

saison 2 213.2 214.7 224.7 224.9 219.4
(7.2 (23.0 (2.8 (2.5) (8.5
228.4 231.0 240.0 240.3 234.9
(20.3) (23.0) (9.6) (12.3) (16.4)

PBED: protéines brutes effectivement dégradées ; MSED: matiére seche effectivement
dégradée ; * Les valeurs foncées sont déterminées avec de I’ herbe du péturage fertilisé (150
kg/halan)

La concentration ammoniacale (tableau 18) reflete I'ingestion d’ azote (corrélation : 0.93) et le
surplus d’ azote dans le rumen par rapport al’ énergie (corrélation : 0.54). Comme il n'y a pas
de déficit d’azote pour les microbes ruminales, une croissance microbienne similaire pour
chague traitement accompagnée d’'une excrétion urinaire d’'urée élevée dans la deuxiéme

saison étaient attendues ce que confirme les résultats rapportés dans le tableau 18.
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Tableau 17: Pool d’ammoniacale dans le rumen (g/jour), I’excrétion urinaire d’ureée

(g/jour) et les dérivées purines excr étées dans les urines (mmoles/jour) ( moyenne (et))

Période Mouton Moyenne
A B C D
saison1l NH; 541 3.57 1.75 5.27 3.78
(rumen) (59,7)* (0.67) (0.46) (0.52) (1.44)
3.56 2.68 1.89 4.18 3.08
(0.87) (0.48) (0.26) (1.24) (1.16)
Urée 9.37 10.07 4.17 8.20 12.45
(urine) (2.00) (6.38) (4.24) (2.02) (6.38)
5.01 6.24 471 5.39 5.34
(0.42) (1.01) (1.23) (1.09) (1.01)
DP (urine) 6.61 8.91 6.84 8.17 7.63
(2.66) (1.29) (2.55) (1.04) (2.06)
7.28 7.51 71.22 6.61 7.15
(1.94) (1.94) (1.40) (2.51) (1.80)
saison 2 NHs 3.64 3.32 2.39 5.26 3.56
(rumen) (0.36) (0.44) (0.50) (0.94) (1.20)
3.24 3.66 2.04 4.87 3.45
(0.75) (0.44) (0.52) (0.75) (1.19)
Urée 17.21 11.09 16.23 21.92 16.61
(urine) (2.22) (6.86) (2.96) (3.99 (5.58)
19.35 13.24 18.87 17.26 14.68
(4.17) (3.37) (4.74 (6.76) (5.82)
DP (urine) 4.92 4.52 6.37 10.03 6.46
(0.43) (0.91) (1.39) (2.94) (2.06)
7.55 7.92 7.92 9.05 7.58
(1.59) (0.93) (0.93) (1.76) (1.88)

* Les valeurs foncées sont déterminées avec de |’ herbe du péturage fertilisé (150 kg/ha.an) ;

DP: dérivées des purines (alantoines, acide urique, xantine et hypoxanthine).



[11. 11éme année (2000)

Effet du niveau defertilisation azotée et du systeme de
supplémentation sur les émissions de méthane

Paturage: Ray Grass

Niveaux de fertilisation: 200 et 400kg N ha™*an™



3.1. Méthodologie

3.1.1. Préparation et utilisation du paturage

Cette deuxieme expérience avait pour objectif d' étudier I effet du niveau de fertilisation azotée et
du systéme de supplémentation sur les émissions de méthane et sur |’ efficacité d’ utilisation de
I’azote. Cette étude a été menée au cours de deux saisons successives (début et fin été 2000:
saison 1: Mai, saison 2: Aolt). Un péturage de ray grass (Lolium perenne) ayant une superficie de
8344n7 a été subdivisé en deux parties: une partie (2938nT) fertilisée avec 400Nha ‘an*(N400)
et une autre (5406nTt) avec 200kgNha*an? (N200). Avant la fertilisation, il a éé procédé a la
détermination de |’ azote présent dans le sol. Un échantillon de sol a été pris a plusieurs endroits
du péturage a différentes profondeurs. 0-30cm, 30-60cm et 60-90cm. Ces échantillons ont été
analysés au Département de Phytotechnie et Ecophysiologie par la méthode Kjeldhal (AOAC,
1990). La teneur en azote dans le sol était en moyenne de 11.2mg kg* de MS du sol traduisant un
déficit par rapport la teneur souhaitable (140mg kg') (Gabriéls et al., 1984).

Suite a la variabilité inter-animaux quant aux parametres de la fermentation dans le rumen et a
I”interaction animal-stade de croissance du fourrage déja observées au cours de la premiére année
expé&rimentale (1999), nous avons adopté un systéme en carré latin en utilisant du fourrage
conserveé par séchage doux (c.a. 40°C). Ce systeme permet d’avoir un fourrage qui se conserve
bien sans pour autant diminuer la dégradabilité des protéines qui faisaient par ailleurs I’ objet
principal de notre étude. Le programme de coupe, de fertilisation et d’ utilisation de I’ herbe du

paturage que nous avons suivi est rapporté dans le tableau 19.



Tableau 19: Plan expérimental: coupe de |'herbe, fertilisation du paturage et récolte du
fourrage pour expérimentation

saisons Traitement Utilisation du fourrage
saisonl

27 Mars 2000 fertilisation (200kg - 400 N/ha)

05 Mai 2000 lere coupe non utilisé

08 Mai 2000 fertilisation (200kg - 400 N/ha)

30 Mai 2000 2éme coupe utilisé pour I’ expérience
saison 2

31 Mai 2000 fertilisation (200kg - 400 N/ha)

31 Juin 2000 3eme coupe non utilise

14 Juillet 2000 fertilisation (200kg - 400 N/ha)

22 Aot 2000 4éme coupe utilisé pour I’ expérience

3.1.2. Mesur e des paramétres du paturage

Les paramétres du péturage qui ont éé mesurés sont: I’ effet du niveau de fertilisation azotée sur
la quantité de matiere seche (MS) produite par ha ains que la composition chimique du fourrage.
La composition chimique du fourrage (matiere organique, minéraux, protéines brutes (PB), fibres
brutes, fibres insolubles dans les solvants neutres (NDF), fibres insolubles dans les solvants
acides (ADF) et les sucres solubles dans I’ eau) a été déterminée avant et apres le séchage de la
méme maniére qu'en premiere année (AOAC, 1990). La concentration en nitrates dans le
fourrage a été auss mesurée par chromatographie en utilisant une colonne spécifique pour les
anions (AS 4A, Dionex, Belgium). Vingt deux jours (premiére saison) et 39 jours (deuxiéme
saison) aprés la fertilisation azotée, toute I’herbe du péturage a été coupée, la production de
matiére fraiche totale pesée et un échantillonnage a plusieurs endroits a été effectué pour
déterminer le taux de MS et la composition chimique du fourrage. Apres une demie journée de
ressuyage a l'air libre, I'herbe était entreposé selon le niveau de fertilisation dans des

compartiments de sechage artificielle. Pour éviter le développement des moisissures, de I’ air frais



était d’abord pompé dans I’ herbe pendant un jour avant que de I'air chaud (c.a. 40°C) ne soit
pompé a son tour dans les compartiments de séchage pendant trois a sept jours. Chaque jour, un
echantillon d’ herbe était pris a différentes profondeurs pour déterminer la MS et on a estimeé que
I”herbe pouvait bien se conserver a 15% de MS. Apres le séchage, un échantillon était pris a
plusieurs endroits pour les analyses chimiques avant que I’ herbe ne soit subdivisée en ballots et
conservée dans un hangar bien aéré. C'est I'herbe séchée qui a été distribuée aux animaux au
cours de I’expérience in vivo. Comme pour la premiére année (1999) du projet, la récolte, le
séchage et les analyses chimiques du paturage étaient faites par le Laboratoire de Phytotechnie et
Ecophysiologie. La production de matiére séche par ha, la composition chimique aussi bien avant

gu’ apres le sechage doux sont rapportées dans le tableau 20.

3.1.3. Animaux et ration

Quatre moutons adultes (E, F, G, H) castrés pesant respectivement 72.0, 65.0, 85.0, 86.5kg,
porteurs d’une fistule permanente au niveau du rumen ont été utilises. Comme au cours de la
premiere année expérimentale (1999), I’ évaluation aussi bien des émissions CH,4 que des regjets
d'azote dans I’environnement, les animaux éaient gardés dans des cages métaboliques ou ils
recevaient en quatre portions (10h00, 4h00, 22h00 et 4h00) de I’ herbe ad libitum (figure VI).
Lors de I’ étude de I’ effet de la méthode de supplémentation, les animaux recevait soit de I herbe
fertilisée (400kgNha *an') méangée avec de I’ ensilage de mai's (supplémentation synchronisée),

soit les deux séparément (supplémentation no synchronisée) (voir figure V1).

3.1.4. Collecte des gaz et évaluation de la production de méthane

Comme décrit précédemment, au cours de chaque saison, |’ effet du niveau de fertilisation azotée
sur la production de méhane dans le rumen a éé éudiée pendant deux périodes de deux
semaines chacune séparées par 10 jours d’ adaptation dans un systeme en carré latin. Au cours de
la premiére période, les moutons E et F étaient adaptés au paturage fertilisé avec 400kgNha* ant
(N400) alors que les moutons G et H recevaient I’ herbe du péturage fertilisé avec 200kgNha* an
1 (N200). Pendant la deuxiéme période, |e traitement des moutons était inversé, les moutons E et
F éaient alimentés avec le paturage N200 alors que les moutons G et H recevaient le péaturage
N400 et il en éait de méme pour la supplémentation. Pour mesurer la production totale de

méthane in vivo, la méme méthode développée au cours de la premiere année a été utilisée.
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Néanmoins, contrairement a |I'éude de I'effet du niveau de fertilisation azotée sur la
méthanogénese ou la ration était distribuée ad libitum en 4 portions, pour étudier |’effet du
systeme de supplémentation sur les émissions de méthane, la ration distribuée était équivalente a
85% de I’ énergie nette contenue dans le foin distribué ad libitum. Ainsi, I’équivalent énergie
d'une partie du foin a été remplacée par I’ équivalent énergie sous forme d’ ensilage de mais, les
deux portions étaient distribuées soit méangées (suppléméntation synchronisée) soit
alternativement (suppléméntation non-synchronisée). Le gaz totale expulsé par la fistule éait
collecté continuellement pendant 12h entre 10.00 h (ration du matin) et 22.00 h (ration du soir)
(figure VI). La collecte se faisait a I'aide d'un dispositif basé sur les mémes principes que
pendant la premiére année expérimentale (figure V). Etant donné que la collecte se faisait
pendant 12h, des colonnes en PV C plus grandes ont é&té montées. Ainsi, pour chague mouton, une
colonne en verre (7.51) et une autre en PVC (63.01)) ont été utilisées. La quantité de méthane
produite en 12h dans le rumen était calculée en tenant compte de la vitesse d’infusion de I’ é&hane
ains gue des proportions de méthane et d éhane dans le gaz collecté (formule: voir premiere
année expérimentale). Néanmoins, étant donné que le gaz éait collecté pendant 12h, la

production totale de méthane par jour est le double de la production mesurée.



ration: ration: ration: ration:

lére portion 2eme portion 3éme portion 4éme portion
1(gh00 1£h00 ZZLOO 4h00
' ‘ --------------------- > collectedesgaz <------------------ J
Début de I’infusion Findel’infusion de
de C2H6 de CZHG
Synchrone:| foin+ foin + foin + foin +
ensilage de mai's ensilage de mai's ensilagede mais | ensilage de mais

| | | |

Asynchrone: enslage de mais foin ensilage de mai's foin

Figure VI: Plan quotidien de rationnement des animaux, d’infusion d'C;He et de collecte
desgaz

3.1.5. Collecte du jus du rumen et dosage des AGV et de|’ammoniac

Pour étudier I'effet de la fertilisation azotée sur les proportions des AGV et I'utilisation des
protéines, nous avons doseé les AGV et I’ammoniac dans le jus du rumen pendant la collecte des
gaz. Contrairement a la premiére année ou le jus du rumen était collecté seulement deux fois, au
cours de la deuxieme année, le jus du rumen était collecté toutes les heures. La méthode de
collecte du jus du rumen, le dosage des AGV et de I’azote ammoniacal éaient faites comme au
cours de la premiere année expérimentale.

3.1.6. Incubations in vitro

Lesincubations in vitro ont été faites seulement pour la premiére saison ou les résultats in vivo
N’ étaient pas trés claires. Etant donné la multitude de phénoménes qui se passent in vivo (ex:
absorption des AGV, recyclage de I'azote, sécrétion de |'azote endogene), pour clarifier les
résultats observés in vivo lors de la premiere expérience, il a été procédé a des incubations in
vitro. La méme méthode que celle utilisée en premiere année a été adoptée mais cette fois avec

un échantillon de 0.4g au lieu de 0.5g.



3.1.7. Dégradabilitéin sacco (M 'S, protéines brutes) et vitesse de passage

Des incubations in sacco en utilisant de I’ herbe des deux péturages éaient faites pour mettre en
relation la production de méthane avec la dégradabilité de la MS. Les échantillons étaient moulus
dans un moulin a marteau de type Brabander sur tamis de 2mm puis stockés dans des sacs en
plastique avant leur utilisation. La méme méthodes utilisée au cours la premiére année a été
utilisée. Pour calculer la dégradabilité effective dans le rumen de la MS et des protéines de
I” herbe ingérée, la vitesse de passage des particules du rumen était déterminée a I’aide du foin

mordancé au chrome comme marqueur selon la méthode décrite au cours de la premiere année.

3.1.8. Mesure de la digestibilité totale apparente, de la croissance microbienne et de
I’excr étion d’ azote

Les fesces éaient collectés deux fois la semaine pour la détermination de la matiere seche
apparemment digérée. Les mémes échantillons servaient au dosage de la quantité d azote
excrétée dans les fesces. Pour compléter I’ étude de I’ efficacité d' utilisation de I’ azote, nous avons
procédé a la détermination de la quantité d’ azote excrétée dans les urines ainsi qu’a |’ estimation

de la croissance microbienne comme décrit au cours de la premiére année.

3.1.9. Analyses statistiques

Les effets de la fertilisation azotée sur les paramétres étudiés ont été évalués en utilisant la
procédure GLM et le test de Duncan en mettant tous les animaux ensemble. En second lieu, le
test “one-way ANOVA” était utilisé pour évaluer I’ effet animal et saison indépendamment du
traitement subit par les animaux. Tous ces tests étaient faites avec le programme statistique SPSS.
Les résultats sont sous forme de moyennes + écart type et la différence significative était déclarée
aP<0.05.



3.2. Réaultats

3.2.1. Effet du niveau de fertilisation azotée sur la production de MS et la composition
chimique du fourrage

Le niveau de fertilisation azotée de 400kg Nha'an entraine une production de MS ha* plus
éevée que le niveau de 200 Nhalan aussi bien au début qu'a la fin de I'éé. En effet, comme le
montre le tableau 20, comparé & 200kg, le niveau de fertilisation azotée de 400kg Nha'an' a
augmenté la production de MS de 70% et 110% au cours de la premiere et la deuxiéme saison
respectivement. 1l y a un effet saison sur la production de MS, la production fourragére est plus
importante en début de la saison de péture gu’ a la fin. En effet, au cours de la deuxieme saison et
pour un méme niveau de fertilisation, il a fallu environ 2 fois plus de temps de repousse pour
produire la méme quantité de MS al’ hectare qu’ au cours de la premiere saison.

Comme rapporté dans le tableau 20, le niveau de fertilisation azotée de 400kg N/ha/an a
entrainé un taux de protéines brutes plus élevé que celui de 200kg Nha/an au cours des deux
saisons, la différence éant plus grande au début qu'a la fin de la saison de péture. Cette
différence est probablement due a I’ effet additionnel de I’ azotée présent pendant le printemps.
Notons aussi que ce ne sont pas toutes coupes générées par la fertilisation azotée qui ont été
évaluées. L’ effet de dilution des protéines dans la biomasse végétale augmentée suite au niveau
de fertilisation élevé n’ est pas a négliger. En effet, la production de protéines corrigée par rapport
alaMsS produite par ha montre des différences plus nettes entre les deux niveaux de fertilisations.
Bien plus, la différences entre les deux niveaux de fertilisation au cours des deux saisons est
environ la méme: 400kg Nha' an! produit 2.5 fois plus de protéines que 200kg Nha' an.
L’ augmentation du pourcentage de protéines brutes observée lors de I’ utilisation d’un niveau de
fertilisation éevé s accompagne d’ une diminution des sucres solubles et d’ une augmentation des
nitrates. Néanmoins le taux de nitrate dans la M S reste trés en déca du niveau toxique (15000
ppm) (Geurink et al., 1982). Le séchage doux a diminué les taux de sucres solubles (SS) au cours
de la premiére saison probablement a cause de la respiration qui S est poursuivie lors du séchage

qui a duré plus longtemps dans la premiere que dans la deuxieme saison (7 vs 3 jours).
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Table 20. Effet du niveau de fertilisation azotée sur la production de MS et la composition

chimique du fourrage

saison/ MO PB FB  NDF ADF SS GB NOs PBT MST
traitement

(kgN/halan) (% DM) (ppm) (kgha*)
saison 1: 22

N200 fraiche  89.7 15.3 264 493 241 151 - 509

séche 849 136 281 497 253 108 36 186 218 1604

N400 fraeiche 893 199 257 501 242 112 - 3839
seche 893 201 282 502 250 /.3 3.8 2697 547 2722

saison 2: 39d
N 200 fraiche 92.8 12.9 290 524 261 164 - 246

seche 91.7 13.1 272 509 252 163 - 211 208 1590
N400 fraiche 89.3 19.9 257 501 242 112 - 3839

seche 92.0 15.7 299 527 268 127 - 2452 525 3347

N200, N400: paturage fertilisé avec 200 et 400kg N/hal/an respectivement; MS. matiere seche
; MO: matiere organique ; PB: protéines brutes ; FB: fibres brutes ; NDF: neutral detergent
fiber ; ADF:. acid detergent fiber ; SS: sucres solubles ; GB: graisses brutes ; MST:
production totale de MS ; PBT: production totale de PB.

3.2.3. Effet du niveau defertilisation azotée sur les émissions de méthane

Au début de la période de péture (saison 1), comparé avec 200kg, le niveau de fertilisation azoté
de 400kg d azote par ha et par an a entrainé une diminution des émissions de méthane seulement
pour deux moutons (tableau 21). Cette diminution devrait normalement s accompagner d’'une
augmentation du propionate et d' une diminution de I’ acétate mais aucun changement claire dans
les proportions des différents AGV n’a éé observé (tableau 21). De méme aucune différence
claire dans les émissions de méthane entre les deux niveaux de fertilisation a la fin de la période

de péture (saison 2) N’ a été observée (tableau 22).
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Table 21: Effet du niveau de fertilisation azotée sur les émissions de méthanein vivo, le pH
et lesAGV (saison 1) (moyenne (et))(n=4)

mouton / MS| CHgy C Cs Cs IAGV AGVt pH
traitement (g fjour) (Ikg*MSl) (%) mmoles It

E 200N 7172 38.8° 67.2 21.0 7.8 2.4 99.1 6.37

(67) (5.1) (1.0) (1.0) (0.2) (0.2) (42) (013

400N 1245 25.2° 67.2 22.5 5.8 2.4 98.0 6.45

(304) (3.3) (2.0) (1.3) (0.9) (0.9) (20.1)  (0.21)

F 200N 12727 30.0° 65.9° 206 9.5 2.0 1149  6.06

(87) (2.9) (0.5) (0.4) (0.4) (0.3) (64) (012

400N 1600° 23.9° 67.1° 201 8.1° 2.6 121.7  6.26

(121) (34) (0.4) (0.9) (0.6) (0.6) (21.1)  (0.38)

G 200N 18327 24.0 71.2 18.2 7.6 1.22 95.0 6.41

(85) (3.6) (0.4) (0.7) (0.4) (0.2) (7.3)  (0.07)

400N 1674 23.9 69.8 18.2 7.4 2.5 1022  6.44

(77) (6.4) (1.1) (0.6) (0.2) (0.2) (6.7  (0.07)

H 200N 1915 23.7 68.3 19.1 9.4 1.5 106.8  6.29

(42) (2.5) (0.5) (0.5) (0.3) (0.1) (14.7)  (0.29)

400N 1805 24.4 68.3 18.4 8.7 2.4 1065 641

(114) (1.8) (1.1) (0.4) (0.6) (0.3) (76)  (0.04)

MSI: matiére séche ingérée ; AGV: acides gras volatils ; G, C3, G, IAGV: acétate, propionate,
butyrate, iso AGV; AGVt: acides gras volatils totaux; 200N, 400N: péaturages fertilisés avec 200
et 400 kg d' azote par ha et par an ; a, b: les valeurs moyennes pour chague mouton portant des

lettres différentes dans une méme colonne sont significativement différentes (p<0.05).



Table 22. Effet du niveau de fertilisation azotée sur les émissions de méthanein vivo, le pH
et lesAGV (saison 2) (moyenne (et))(n=4)

mouton / MS| CHgy C Cs Cs IAGV AGVt pH
traitement (g fjour) (Ikg*MSl) (%) mmoles It

E 200N 8752 334 60.0° 228  12.6° 2.8 108.8°  6.33

(44) (1.9) (1.4) (1.2) (0.3) (0.3) (9.1) (012

400N 1036 31.9 63.7° 218 9.9° 2.6 129.2°  6.24

(59) (4.9) (0.5) (0.3) (0.5) (0.3) (11.1)  (0.18)

F 200N 994 26.9 63.9 226° 107*  14° 1136  6.00

(39) (2.0) (1.0) (1.0) (0.5) (0.3) (85)  (0.08)

400N 1007 28.7 66.1 19.9° 9.7° 2.5 136.7  6.06

(239) (2.0) (1.6) (0.8) (0.5) (0.7) (22.1)  (0.32)

G 200N 1478 28.6 66.6° 2022 1022 @ 17® 1075  6.28°

(25) (3.2) (1.2) (0.7) (0.7) (0.1) (11.4)  (0.09)

400N 1362 27.8 643> 193> 11.4° 2.9 983  6.51°

(158) (3.7) (1.3) (0.6) (0.7) (0.2) (106)  (0.06)

H 200N 1498 33.8 624 223 117 322 1103  6.31°

(50) (1.4) (1.4) (0.7) (0.8) (0.2) 47  (0.02)

400N 1442 30.5 62.3 206° 118 2.2° 1011 6.48°

(89) (2.6) (0.5) (0.5) (0.2) (0.1) (7.1)  (0.06)

MSI: matiere seche ingérée ; AGV: acides gras volatils, G, Cs, Gy, IAGV: acétate, propionate,
butyrate, iso AGV ; AGVt: acides gras volatils; 200N, 400N: péturages fertilisés avec 200 et 400
kg d'azote par ha et par an ; a, b: les valeurs moyennes pour chague mouton portant des lettres

différentes dans une méme colonne sont significativement différentes (p<0.05).

Cette différence entre animaux observée au cours de la premiere saison n'est liée ni a la
composition chimique du fourrage (teneur en protéines brutes pour les différents niveaux de
fertilisation) ni a la différence entre animaux quant a la flore microbienne ruminale. En effet,

comme rapporté dans le tableau 23, les résultats des incubations in vitro en utilisant comme



substrat de I’ herbe fertilisée avec 200 et 400 kgN/ha/an ne corroborent pas les résultats observés

in vivo (tableau 21).

Tableau 23: Effet de la fertilisation azotée sur la production de méthane et desAGV in vitro

au coursdela premiere saison (moyenne (et))(n=4)

mouton / Co Cs Cs IAGV CHa4 AGV totaux  bilan 2H
traitement mmoles mole-1 AGV nmmole/flacon (%)
E 200N 6212 2352 86 212 209 2096 81
2 (1) (2 1 (16) (39) (4)

400N  648° 211° 76 28P 230 2042 83
(15) (5) (10) (4) (10) (60) (2

F 200N 6002 2472 95 20 2082 2017 83
(7) (4) (5) 2 (10) (82) )

400N 649° 202° 86 27 253° 1974 86
(31) (7) (8) 9) (27) (47) (4)

G 200N 6532 215 88 122 2612 17372 88
9) (9) (11) 2 (24) (232) (6)

400N  631° 208 85 33° 220° 2125° 81
(15) (12) ) (4) (23) (30) (6)

H 200N 636 2312 85 162 241 1809% 87
(8) (6) (10) (4) (10) (56) (3)

400N 634 206° 90 27° 240 2013° 85
(3) (12) (9) (7) (6) (141) 1)

AGV: acide gras voldtils ; G, Cs, G, IAGV: acétate, propionate, butyrate, iso AGV ; 200N,
400N: péturage fertilisés avec 200 et 400 kg d'azote par ha et par an ; a, b: les valeurs moyennes
pour chague mouton portant une lettre différente dans une méme colonne au cours d’ une méme

saison sont significativement différentes (p<0.05).



La différence entre animaux quant a I’ effet azote sur la quantité de méthane émise par kg de
matiére seche ingérée est probablement liée aux niveaux d’ingestion différents. En effet, comme
rapporté dans le tableau 21, au cours de la premiére saison, les moutons E et F ayant montré une
production de méthane plus élevée pour 200 que pour 400 kg N/ha/an ont montré
concomitamment un niveau d’ingestion plus faible pour le niveau de fertilisation bas. En effet,
comme le montre la figure VII, il y a une corrdlation négative significative (p<0.05) entre la

guantité de méthane produite et la quantité de MS ingérée.
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FigureVIl: Corréation entrela production de méthane et la quantité de M S ingérée

MSD: matiere séche digérée ; MS: matiere seche



Une corrélation négative entre le niveau d’ingestion et la quantité de méthane produite par les
ruminants avait été rapportée par plusieurs auteurs (Blaxter and Clapperton, 1965 ; Shibata et a.,
1993). En effet, un niveau d'ingestion élevé entraine une augmentation de la vitesse de passage
des particules déplacant ains la digestion du rumen vers les parties les plus basses du tube
digestif. Aing, les aiments restent moins longtemps dans le rumen et généerent donc moins de
méthane. Une corréation négative entre les émissions de méthane et le taux de passage des
particules avait déja été mise en évidence par Okine et a. (1989). Au cours de notre expérience,
cette hypothese est vérifiée pour le seul mouton E. En effet, la vitesse de passage des particules
est plus lente pour le mouton E lorsgu’il ingere de I'herbe fertilisée avec 200kg N/ha/an
comparée a 400kg N/ha/an (0.02 vs 0.03) (voir annexe) alors I'inverse est observée pour les
émissions de méthane. L’ absence de différence du taux de passage entre les deux traitements en
particulier chez le mouton F (ayant montré des niveaux d’ingestion comparables avec ceux du
mouton E) est probablement due au fait que le chrome est réputé pour étre un mouvais margueur.
Dans tous les cas, une vitesse de passage plus rapide devrait S accompagner d’une croissance

microbienne plus élevé.

3.2.4. Effet du systeme de supplémentation sur les émissions de méthane

Le tableau 24 montre I'effet du systeme de supplémentation sur la production de méthane. Il
ressort qu’il n'y a aucune différence significative entre la supplémentation synchronisée et non
synchronisée quant aux émissions de méthane. L’ hypothese était que pour une quantité standard
de matiére organique dégradée (MOD), la synchronisation permettrait d’avoir concomitamment
de I’ énergie et de I’ azote permettant ainsi une augmentation de la matiere organique microbienne
(MOM) au détriment de la matiere organique fermentée (MOF) (Sinclair et al., 1993 ; Witt et al.,
199) génératrice de méthane.
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Tableau 24: Effet du systéme de supplémentation sur la production de méthanein vivo, le
pH et lesAGV (moyenne (et)) (n=4)

mouton / MS CHgy C Cs Cs IVFA totAGV pH
traitement (g/jour) (I’kgMSl) (%) (mmoles/l)
E synchrone 975 29.3 66.5 188 10.0° 27 105.1 6.10
(34 2.7 (0.8 02 (04 (01 (3.8) (0.14)
asynchrone 997 32.6 65.5 182 11.9° 26 100.1 6.28
(12) (6.5) (0.8) 12 (0.7) (0.0 (7.2 (0.08)
F synchrone 1335 28.0 65.6 176 126 2.4 123.2 5.79
(11 (1.5) (1.5) 109 (@12 (02 (8.8) (0.14)
asynchrone 1338 26.8 64.8 188 120 2.4 134.1 571
(8) (4.5) (1.1 04 (09 (02 (10.8) (0.12)
G synchrone 1599 24.0 65.9 180 116 2.6 97.1 6.24
(12 (7.5) (2.0 o7 (12 (02 (11.5) (0.16)
asynchrone 1594 22.1 65.9 18.0 11.9 24 99.8 6.17
(14) 1.4 1.4 (05 (05 (0.3 (2.6) (0.15)
H synchrone 1654 29.1 64.0 19.0 125 2.6 119.5 5.96
(18) (5.9 (1.5 12 (7 (01 (8.8) (0.15)
asynchrone 1638 26.1 64.4 185 12.9 24 109.7 5.96
(13) (2.5) (1.0 03) (0.7 (0.2 (7.6) (0.20)

MSI: matiére seche ingérée ; AGV: acide gras volatils ; G, GCs, Gi,IAGV: acétate, propionate,
butyrate, iso AGV ; 200N, 400N: paturages fertilisés avec 200 et 400 kg d’ azote par ha et par an ;
a, b: les valeurs moyennes pour chague mouton portant des lettres différentes dans une méme

colonne sont significativement différentes (p<0.05).

L’ absence de I'effet de la supplémentation synchronisée sur la production de méthane est
probablement due a la dégradabilité lente de I'ensilage de mais. En effet, lors de la
supplémentation non synchronisée, le mais éant distribué a 12h d’intervalle (10h00 et 22h00) il
se pourrait qu'il se dégrade lentement de telle facon qu’'on a assez d'énergie tout le long de la

période nycthémérale smulant ainsi la supplémention synchronisée.



3.2.5. Effet delafertilisation azotée sur I’ efficacité de I’ utilisation de I’ azote dans le rumen
3.2.5.1. Effetsdu niveau defertilisation azotée sur lesvaleurs OEB

Les effets du niveau de fertilisation azotée sur les valeurs OEB sont rapportés dans le tableau 25.
L’analyse de variance montre une interaction entre les effets animal et fertilisation azotée. Dans
tous les cas il apparait que pendant la premiere saison, le niveau de fertilisation azotée de
400kg/halan montre le plus haut niveau OEB aors qu'a la deuxiéme saison, le niveau de
fertilisation azoté de 200kg/ha/an montre les valeurs OEB les plus basses pouvant méme étre
|égerement négatives. Malgré la variabilité inter-animaux, il est claire que la fertilisation azotée

de 200kg N/ha/an présente le meilleur équilibre azote-énergie.

Table 25: Effets de deux niveaux de fertilisation sur les valeurs OEB (g PB / jour) dans chaque

mouton au début (saison 1) et alafin (saison 2) de la saison de péture (moyenne (et))(n=4)

Saison/ niveau de E F G H moyenne (et)
mouton fertilisation (n=16)
saisonl 400N’ 87.9° 148.7° 146.8° 128.6° 128.02
(16.1) (19.7) (2.6) (16.2) (28.6)
200 N" 2.3 26.61% 65.7%€ 62.6%€ 39.3°
(5.0) (4.5) (16.8) (14.0) (29.0)
saison2 400N’ 9.9! 22.0! 37.213 15.13 21.0°¢
(10.9) (3.7) (11.6) (8.8) (13.5)
200 N 0.4t 4.0t 25.6° 0.7 5.7°¢
(12.3) (5.6) (4.7) (1.7) (13.6)

“ kg N ha™t an* ;% % °: pour chague mouton, les moyennes avec des chiffres différents en
exposant dans une méme colonne différent significativement (P< 0.05) ; ® ® ¢ dans la derniére
colonne, les moyennes avec des lettres différentes différent significativement ( P< 0.05) ; 9 &
pour chague traitement, les moyennes avec des lettres différentes en exposant dans une méme

ligne difféerent significativement (P< 0.05)

59



3.2.5.2. Effets du niveau de fertilisation azotée sur la concentration en NHz danslerumen

Les effets du niveau de fertilisation azotée sur la concentration en NH; dans le rumen sont

rapportés dans tableau 26. Il ressort de ces résultats qu'il y a une interaction entre les effets

animal et niveau de fertilisation. Dans toutes les saisons et pour tous les niveaux de fertilisations

on a une concentration en ammoniac largement supérieure a la valeur de 50mg / | généralement

acceptée comme valeur minimale pour une bonne croissance microbienne. Ceci montre qu’a

aucun moment il y a un manque d’ azote, confirmant ainsi les résultats de I’ OEB (tableau 25). Au

cours de chague saison, c’'est le niveau de fertilisation le plus élevé qui S accompagne d'une

concentration élevée en ammoniac.

Table 26: Effets du niveau de fertilisation azotée sur la concentration en NHz dans le rumen

(mmol I't) de chaque mouton au début (saison 1) et & la fin (saison 2) de la saison de pature

(moyenne (et))(n=24)

Saison/  niveau de E F G H moyenne
mouton  fertilisation (et)(n=96)
saisonl 400N’ 12.2° 17.7° 15.1° 14.9° 15.0°
(1.9) (1.7) (3.4) (2.8) (3.5)
200N’ 9.1 12.1%¢ 8.8l 8.1 9.62
(0.5) (0.9) (1.3) (1.3) (1.9)
saison2 400N’ 15.5° 12.3% 11.8* 12.13 13.3°
(2.5) (0.5) (1.9) (2.6) (1.9)
200N 10.0'% 8.4% 9.4 g.gtef 9.2
(2.1) (1.0) (1.6) (1.7) (1.0)

" kg N ha* an* ;% ®: pour chague mouton, les moyennes avec des chiffres différents en

exposant dans une méme colonne différent significativement (P< 0.05) ;

a b, c

: dans la derniére

colonne, les moyennes avec des |ettres différentes différent significativement ( P< 0.05) ; & & *

pour chaque traitement, les moyennes avec des lettres différentes en exposant dans une méme

ligne different significativement (P< 0.05)



3.2.5.3. Effets du niveau de fertilisation azotée sur la concentration en NHz danslerumen

Les effets du niveau de fertilisation azotée sur la quantité d azote ingérée, |’ azote uréique excrété
dans les urines ains que I’ azote excrété dans les faeces par chague mouton sont rapportés dans le
tableau 27. Au cours des deux saisons, comparé a 200kg N/ha/an, le niveau de fertilisation de
400kg N/halan montre une plus grande quantité d'azote ingéré, une excrétion d’'azote dans les
urines plus élevée. Par contre, les changements de I’ azote éliminé dans les urines ne sont pas
claires. Comme pour les autres parametres, |’ analyse de variance montre une interaction entre les
facteurs animal et fertilisation azotée pour les parametres cités. Ces interactions sont en grande

partie dues a la différence entre animaux quant au niveau d’ingestion.

61



Tableau 27: Effets du niveau de fertilisation azotée sur la quantité d’azote ingérée, (g N
jourt), I’'azote uréique excrété dans lesurines (g N jour™) I'azote excrété dans les faecés (g
N joul) par chague mouton au début (saison 1) et & la fin (saison 2) de la saison de pature

(moyenne (et))(n=4)

Saison/ niveaude paramétres E F G H moyenne
mouton fertilisation (et) (n=16)

saison1 400 N N-ingéré 37.8 52.3° 54.3° 58.0° 50.6°

(11.7) (2.2) (2.5) (3.0) 9.7)

N uréique 20.8 34.0° 26.9 38.6 30.1°

(6.2) (9.1) (2.5) (5.5) (9.0)

N fécal 6.4 7.9 10.6 10.6 8.7°

(0.7) (1.6) (0.5) (0.6) (2.8)

200 N N-ingéré 13.4¢ 32,5 39.0% 41.6* 31.62

(4.3) (2.6) (1.1) (1.1) (11.6)

N uréique 10.4¢ 11.2% 23.6'¢ 27.41% 18.12

(2.6) (4.2) (4.4) (27) (8.4)

N fécal 3.3¢ 6.5° 8.3¢ 9.5 6.92

(1.1) (0.9) (1.4) (1.3) (2.6)

saison2 400 N N-ingéré 26.2¢ 24,63 36.91% 38.4%% 30.22

(1.6) (6.0) (2.8) (1.0) (6.1)

N uréique 8.9 115" 11.92 12.92 11.3°

(5.0) (3.3) (3.9) (6.3) (4.5)
N fécal 56£1.3 45+22  86+21  88+30 7.1+27

200 N N-ingéré 18.8¢ 21.2% 30.9% 31.5% 24.2¢

(0.7) (1.3) (0.2) (0.8) (5.7)

N uréique 47 5.1' 9.2 12.2° 7.8°

(2.5) (2.8) (4.0) (4.8) (4.5)

N fécal 5.6¢ 7.4° 9.9 10.0° 7.8°

(0.7) (1.3) (1.1) (0.8) (2.1)
" kg N ha'an™;"*°: pour chague mouton, les moyennes avec des chiffres différents en exposant dans
une méme colonne différent significativement (P< 0.05) ; "¢ : dans la derniére colonne, les moyennes
avec des lettres différentes différent significativement ( P< 0.05) ; * ®* pour chague traitement, les

moyennes avec des lettres différentes en exposant dans une méme ligne différent significativement (P<
0.05)
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3.2.5.4. Effets du niveau de fertilisation azotée sur la croissance microbienne

Le tableau 28 montre les effets du niveau de fertilisation azotée sur la croissance microbienne.
Au cours de chague saison, la croissance microbienne ne différe pas entre les deux niveaux de
fertilisation. Cela est due au fait que le niveau de fertilisation élevé (400kg/halan) entraine une
excrétion d’'azote plus élevée (tableau 26) et que le niveau de fertilisation faible (200kg/ha/an)

N’ entraine aucun mangue d’ azote dans le rumen (tableau 27).

Tableau 28: Effets du niveau de fertilisation azotée sur la croissance microbienne (mmol PD

kg! FOM) dans le rumen de chague mouton au début (saison 1) et a la fin (saison 2) de la

saison de pature (moyenne (et))(n=4)

Saison/ niveau de E F G H moyenne
mouton fertilisation (et) (n=16)
saison1l 400N 20.6 26.4° 23.7° 22.2 235"
(3.1) (3.0) (6.8) (4.8) (5.2)
200 N° 17.1¢ 14.9¢ 26.7'¢ 229" 21.5%
(1.4) (0.6) (2.4) (5.8) (6.8)
saison2 400N’ 20.0¢ 28.0% 16.6° 14.4" 21.0%
(3.3) (6.9) (1.7) (1.0) (6.7)
200 N* 16.5¢ 22.8% 19.8% 18.9° 19.5°
(5.0) (2.0) (0.7) (1.5) (3.8)

" kg N ha* an™ ;- “ °: pour chague mouton, les moyennes avec des chiffres différents en
exposant dans une méme colonne différent significativement (P< 0.05) ; ® ® ¢: dans la derniére
colonne, les moyennes avec des lettres différentes différent significativement ( P< 0.05) ; ¢ & ¢
pour chaque traitement, les moyennes avec des lettres différentes en exposant dans une méme

ligne différent significativement (P< 0.05)



3.2.6. Effets de la supplémentation et du systéme de supplémentation sur I’ utilisation de
I’azote alimentaire

3.2.6.1. Effets de la supplémentation sur I’ efficacité d’ utilisation de I’ azote

Les effets de la supplémentation d’ un fourrage fertilisé avec 400kg N/ha/an avec de I’ ensilage de
mai's sur les valeurs OEB (g PB / jour) sont rapportés dans le tableau 29. Malgré I’ interaction des
effet animal et supplémentation quant aux valeurs OEB, les résultats montrent que la

supplémentation entraine une diminution des valeurs OEB de 85% en moyenne.

Tableau 29: Effets de la supplémentation avec de I’ensilage de mais d’un fourrage fertilisé
avec 400kgN/ha/an sur lesvaleurs OEB (g PB / jour) (moyenne (et))(n=4)

Ration / mouton E F G H moyenne (et)
(n=16)
non-supplémentée 87.9 148.7 146.8 128.6 128.0
(16.1) (19.7) (2.6) (16.2) (28.6)
supplémentée 14.0* 19.3* 20.6* 21.1* 19.2°
(3.0 (3.7) (5.9) (2.2) (4.8)

* différence significative entre les deux traitements pour chague mouton (P < 0.05)

* différence significative entre les deux traitements pour les quatre moutons (P < 0.05)

Les effets de la supplémentation sur la concentration en NHz dans le rumen sont consignés dans

le tableau 30. En moyenne, la supplémentation a diminué la concentration en ammoniac de 11%.



Tableau 30: Effets de la supplémentation sur la concentration en NH3 dans le rumen (mmol

I"1) de chague mouton (moyenne (et)) (n=48)

Ration / mouton E F G H moyenne
(n=192)
non-supplémentée 12.2 17.7 151 149 15.0
(1.9 1.7) (3.4) (2.8) (3.5)
supplémentée 11.22 16.8°¢ 12.3+® 13.9° 13.3
(3.2 (3.2 (3.3 (2.6) (2.8)

* différence significative entre les deux traitements pour chaque mouton (P < 0.05) ; * différence
significative entre les deux traitements pour les quatre moutons (P < 0.05) ; * ¢ les moyennes
portant des lettres différentes dans une méme ligne sont significativement différentes (P<0.05)

La diminution des valeurs OEB présentée dans le tableau 29, combinée a la diminution de la
concentration en azote ammoniacal dans le rumen rapportée dans le tableau 30 traduisent une
meilleure utilisation de |’ azote excédentaire généré par I’ herbe riche en protéines mais pauvre en
énergie suite al’ ensilage de mai's donné en supplément. Cet ensilage riche en énergie et pauvre en
protéines assure |’équilibre énergie-azote de la ration. Cela se traduit par une diminution des
rejets d’ azote dans les urines comme le montre le tableau 31. En effet, en tenant compte de la
guantité d’ azote ingérée, 59% de I’ azote est perdue dans les urines en cas de non supplémentation

alors gque ce pourcentage N’ est que de 39% en cas d’ apport d’ ensilage de mai's dans la ration.



Tableau 31: Effets de la supplémentation sur la quantité d’azote ingérée, (g N jour™ ),

I’ azote uréique excrété dansles urines (g N jour™) I’ azote excr été dansles faecés (g N jou 1)

par chaque mouton au début (saison 1) et a la fin (saison 2) de la saison de pature (moyenne

(et))(n=4)
Ration mouton E F G H moyenne
(n=16)
non-supplémentée  N-ingéré 37.8* 52.3* 54.3* 58.0* 50.6"
(11.7) (2.2) (2.5) (3.0) (9.7)
N uréique 20.8* 34.0% 26.9* 38.6* 30.1°
(6.2) (9.1) (2.5) (5.5) (9.0)
N fécal 6.4 7.9 10.6* 10.6 8.7
(0.7) (1.6) (0.5) (0.6) (2.8)
suppléméntée N-ingéré 21.02 28.4° 33.9¢ 35.1¢ 29.6
(0.1) (0.1) (0.2) (0.2) (5.7)
N uréique 6.8 12.9 12.7 13.8 115
(2.1) 4.7) (4.1) (6.0) (5.1)
N fécal 4.82 7.0° 7.0° 85° 6.8
(0.5) (0.9) (1.0) (1.5) (1.6)

* différence significative entre les deux traitements pour chague mouton (P < 0.05) ; ~ différence

significative entre les deux traitements pour les quatre moutons (P < 0.05) ; * ¢ les moyennes

portant des lettres différentes dans une méme ligne sont significativement différentes (P<0.05)

Comme le montre le tableau 32, la supplémentation avec de I’ ensilage de mai's 0’ a pas augmenté

significativement |e rendement de la croissance microbienne.

3.2.6.2. Effets du systéme de supplémentation sur |’ utilisation del’azote alimentaire

Comme le montre les tableaux 32, 33 et 34, il N’y a pas d effet claire de la synchronisation ni sur

les valeurs OEB, ni sur la concentration ammoniacale ni sur le rendement de la croissance

microbienne ou la balance azotée.



Tableau 32: Effets de la supplémentation sur le rendement de la croissance microbienne
(mmol PD kg! FOM) dans le rumen de chaque mouton au début (saison 1) et a la fin

(saison 2) de la saison de pature (moyenne (et))(n=4)

Ration / mouton E F G H moyenne (n=16)
non-supplémentée 20.6 26.4 23.7 22.2 235

(321 (3.0 (6.8) (4.8) (5.2
supplémentée 175 23.3 25.6 16.8 21.0

(2.8) (5.8 (8.5 (4.8 (6.8)

Tableau 33: Effets de la stratégie de supplémentation sur la M S ingérée, les valeurs OEB (g
PB /jour), la concentration en NHz dans le rumen (mmol I'!) ains que sur le rendement de

la croissance micr obienne (mmol PD kg* FOM) dans le rumen de chaque mouton

Stratégie de MSingérée vaeur OEB (n=16) concentration en rendement de la
supplémentation (n=24) NHs-dans le rumen croissance
(n=192) microbienne (n=16)
synchrone 1.40 20.6 12.8* 19.8
(0.27) 4.7 (2.9) (7.9)
asynchrone 1.39 175 14.3 219
(0.27) 4.2 (2.9 (5.9

* différence significative entre les deux stratégies de supplémentation (P< 0.05)
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Tableau 34: Effets de la stratégie de supplémentation sur la quantité d’azoteingérée, (g N
jour™), I'azote uréique excrété dansles urines (g N jour™) I’ azote excr été dans les faecés (g
N dag?) (moyenne (et))(n=16)

Stratégie de N-ingéré N-urinaire N fécal

supplémentation

synchrone 29.6* 12.3 6.9
(5.8) (5.9 1.7

asynchrone 29.2 10.7 6.5
(5.7 4.2 (1.7

* différence significative entre les deux stratégies de supplémentation (P< 0.05)

L’absence d effet de la synchronisation sur I'utilisation de |’azote dga observé pour les
émissions de méthane est due probablement a la lente dégradation de I’ ensilage faisant équivaloir

les deux stratégies de supplémentations (Synchronisée et non synchronisée).



IV.CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

4.1. Premiére année expérimentale (1999)

La méthode de mesure des émissions de méthane que nous avons développée au cours des deux
années qu’'a duré le projet donne des résultats comparables avec ceux obtenus par d’autres
auteurs utilisant des méthodes plus complexes et plus chéres. Néanmoins, des ovins ont é&é
utilisés comme animal modéle a la place des bovins sur paturage a cause du colt élevé et des
difficultés d entretien et de manipulation des ces derniers. Les animaux ont été maintenus en cage
meétabolique afin de collecter en plus des gaz, les fesces, les urines et le jus du rumen ainsi que de
la nécessité d’ évaluer en méme temps la digestibilité in sacco et la digestibilté apparente totale.
Pour ssimuler les conditions du péturage, |” herbe a été distribuée fraiche (1999) ou aprés séchage
doux (2000), en 4 portions et les émissions de méthane sont exprimeées par kg de matiere seche
ingérée.

Au cours de la premiére année (1999), la fertilisation azotée (150kg N / ha/ an) d’ un péturage
mixte (ray grass/trefle) a entrainé une augmentation de la biomasse végétale produite / ha, une
augmentation de la proportion du ray grass au détriment du trefle sans changement significatif du
taux de protéines dans I’ herbe. L’ampleur de ces changements dépends en grande partie de la
saison. Comparée a la fin de I'é&é, le début de la saison estivale correspondant au début de la
période de péture, la production de la biomasse végétale est plus élevée quel que soit le niveau de
fertilisation. La fertilisation azotée entraine une augmentation de la biomasse végétale sans
augmentation du taux de protéines brutes. A la fin de I'é&é, méme s la fertilisation azotée
entraine une augmentation de la production végétale, celle-ci reste faible et les taux de protéines
brutes sont plus élevés gu’ en début de saison. La valeur des protéines brutes dégradées dans le
rumen en comparaison avec la matiére seche dégradée donne une indication du surplus de I’ azote
par rapport a I’énergie. Au cours de nos expérience, il a é&é mis en évidence que le surplus
d'azote (>165 g de protéines incorporées par kg de matiére séche dégradée) est plus important
dans la deuxiéme saison gque dans la premiére quel que soit le niveau de fertilisation. Il est a noter
gu’ aucun traitement dans n’importe quelle saison ne provoque vraiment un manque d’ azote pour
la croissance des microbes ruminales. De tout ce qui précéde, on peut conclure que I’ efficacité

d’utilisation d’azote est plus faible a la fin qu’au début de I'été aussi bien en en terme de
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production de la biomasse végétale par le paturage qu’en terme d’ utilisation de |’ azote par
I’animal. Pour un méme niveau de fertilisation, il est recommandé d’ utiliser la plus grande
partie du fertilisant au début plutét qu'alafin del’ été.

Nos résultats n’ont montré aucun effet de la fertilisation azotée sur les émissions de méthane.
A laplace de I’ effet de la fertilisation azotée, un effet animal significatif a été observé, un animal
produisant 26% moins de méthane que les trois autres. La variabilité inter-animal pour les
émissions de méthane avait déja été rapportée et certains auteurs estiment qu'elle est d origine
génétique et qu’ ele refléte la population microbienne présente dans le rumen de chaque animal.
Ains donc, pour une diminution durable des émissions de méthane issues des élevages, on
pourrait envisager la possibilité de sélectionner les animaux produisant moins de méthane.
Néanmoins, des études approfondies préalables sur I'héritabilité de ce caractére sont

nécessair es.

4.2. Deuxiéme année expérimental e (2000)

Comparée a 200kg N/ha/an, le niveau de fertilisation de 400kg N/ha/an d’un péturage de ray
grass a pratiqguement doublé |a biomasse végétale produite / ha et a augmenté le taux de protéines
dans I’ herbe aussi bien au début qu’a la fin de I’ é&é. Comme observé précédemment (1999) avec
un paturage mixte, |’ efficacité d’utilisation de I’azote pour la fixation du carbone et donc la
production de la biomasse végétale est beaucoup plus élevée au début qu’alafin del’ été.

Il 'y a pas deffet du niveau de fertilisation azotée sur les émissions de méthane. La
différence observée est le résultat d’ une corrélation négative entre les émissions de méthane et le
niveau d’ingestion confirmée ici et qui avait dg§a été soulignée par d’ autres auteurs. En effet, un
niveau d’ingestion élevé entraine un déplacement de la digestion du rumen vers le gros intestin.
Cela est bénéfique pour les productions animales et |’environnement car, lors de la digestion
fermentative dans le gros intestin, il y a une diminution des émissions de méthane éant donné
gu'une partie de I'hydrogene et du gaz carbonique qui devraient générer du méthane est
transformée en acétate, substance tres riche en énergie. Néanmoins, il faut que la diminution de la
digestion dans le rumen soit compensé par une augmentation de la digestion dans le gros intestin.
Si du point de vu énergétique la digestion fermentative est bénéfique pour I’animal, il n’en est pas

de méme du point de vue protéique car, les protéines microbiennes issues du gros intestin sont

70



éliminées dans les fescés. Néanmoins, il faut noter que cette azote organique sera mieux utilisé
dans le sol que I'azote inorganique (urée) qui resulte de la dégradation des protéines dans le
rumen. Nos expériences avec les moutons montrent clairement que les émissions de méthane
diminuent avec I’augmentation du niveau d’'ingestion d’ou la suggestion que les animaux
ayant une plus grande capacité d’ingestion entraineront certainement moins de pollutions
par le méthane et par unité de production (lait, viande, ...). Etant donné les différences
anatomo-physiologiques entre les bovins et les ovins, il serait intéressant de vérifier si cette
hypothése est valable chez les bovins qui constituent par ailleurs le gros du cheptel
ruminant Belge.

Nos résultats ne montrent aucune différence significative entre la supplémentation
synchronisée et non synchronisée quant aux émissions de méthane. L’ absence d’ effet du systeme
de supplémentation sur les émissions de méthane est probablement due ala dégradabilité lente
del’ensilage de mai's faisant équivaloir les deux modes de supplémentation (synchronisée et

non synchronisee).

4.3. Premiére et deuxiéme années expé imentales (1999 et 2000)

Contrairement a notre hypothése de départ, les résultats de ce projet démontrent clairement que la
fertilisation azotée d' un péturage n’entraine pas une diminution des émissions de méthane. Des
facteurs liés a I'animal: le niveau d’ingestion, les conditions chimiques dans le rumen sont
beaucoup plus importants que la fertilisation. Dans tous les cas, que ¢a soit avec un paturage
mixte (ray grasytrefle) ou pas (ray grass), la fertilisation azotée entraine une augmentation des
emissions de méthane / ha étant donné |’augmentation de la production de la biomasse par ha
consécutive a la fertilisation azotée, sans effet sur les émissions de méthane par kg d herbe
ingérée. Les effets de I’animal et du niveau d’ingestion observés dans ces expériences montrent
gue les estimations des émissions de méthane faites par I'l PCC pourraient étre améliorées
en incorporant le facteur animal et niveau d’'ingestion dans un modéle. Sagissant de
fertilisation azotée, une attention particuliere devrait ére portée surtout sur |’équilibre

entrela production de matiére seche et les excr étions d’ azote dans I’ environnement.
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5.5. Participation a des colloques ou séminaires

1. Le 26 Janvier 2000: Participation au Cinquieme Carrefour des Productions Animales :
Quels systémes de Productions Animales pour le 21éme Siécle ?. Ce carrefour a été organisé
conjointement par la Faculté Universitaire des Sciences Agronomiques et le Centre de
Recherche Agronomique de Gembloux - Belgique (1 communication).

2. Le 28 Avril 2000: Participation a la 25eme journée d’ étude des chercheurs d’ expression
Néerlandophone organisée par I’ Université de Wageningen en Hollande (2 communications)
3. Du 25 au 26 Mai 2000: Participation au 2eme symposium conjoint I'INRA-France et
I’RRI-Angleterre : Challenges For Microbial Digestive Ecology at the Beginning of the Third
Millennium” organisé conjointement a Clermont-Ferrand en France (1 communication).

4. Le 24 Octobre 2000: Participation a un séminaire organisé conjointement par le SSTC et
les Universités de Gand et de Leuven : Non-CO2 trace gas emissions from Belgian soils,
where research and policy meet.

5.Le5 Mars2001: Participation a un séminaire organiseé par le SSTC sur I’ appui scientifique
a la politique belge en matiére de changement climatique et d’ozone troposphérique : les
enseignement des projets de recherche pour I’ aide ala prise de décision (1 communication).

6. Le 06 Avril 2001: Participation & la 26éme journée d’ étude des chercheurs en nutrition
animale d expression Néerlandophone organisée par le Centre de Recherche Agricole de
Gand, Belgique (3 communications).

7. Le 10-12 Juillet 2001: Participation prévue a un congres international intitulé: “EGF
(European Grassland Federation) 2001 - Organic Grassland Farming”, Witzenhausen,
Germany (1 communication).
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5.6. Résultats détaillés

Expérience préliminaire: composition des gaz avant et aprés|’incubationin vitro

Traitement’ Avant I’incubation Apres I’incubation
(umole / flacon) (umole / flacon)
O, CoHeg N> O, N> CO, CH4 Hy
CzHs

T1 0 0O 67646| O 0 3830.6 6382 520.7 0.9
0 0 61573| O 0 4367.1 756.8 4864 1.7
0 0 58225| 38 0 59774 6118 4469 1.0
0 0 61384| 164 0 6339.0 6795 4500 1.1
moyenne 0 0 6220.7| 5.1 0 51285 6716 4760 1.8
ds 0 0 3938 | 7.8 0 12180 63.3 348 04
T2 219.9 0 75454 O 0 6804.0 1163.0 4118 1.6
202.2 0O 65983 O 0 67289 1085.8 4202 14
237.1 0 59434 3.9 0 59555 7784 3403 1.3
209.2 0 5786.3| 3.9 0 5882.1 7743 3446 1.3
moyenne 217.1 6468.4| 2.0 6342.6 9504 3792 14
ds 15.2 0 7995 | 23 0 491.3 2034 426 02
T3 2534 5022 93943| 6.0 5050 9130.0 1096.8 3941 24
251.3 4987 71595| 4.6 4784 67694 8823 3668 1.7
202.7 4139 69848 O 4442 71976 8077 3525 1.3
1895 371.0 59750 124 4214 62127 7396 3414 12
moyenne 2242 4465 73784| 58 4623 73294 8816 363.7 1.7
ds 32.9 64.8 14418| 5.1 369 12676 1549 228 05
T4 51.1 4374 5518.3| 57.0 310.6 40551 791.0 4119 12
1.7 5189 61715 40 4984 57762 8203 4770 14
195 3923 68154| 139 3920 67059 8794 4093 15
5.6 364.1 56116 19 3959 53689 8326 4075 14
moyenne 21.0 4282 6029.2| 19.2 399.2 54765 8308 4264 14
ds 21.0 676 5983 | 257 769 11005 36.8 338 01

" :T1, T2, T3, T4: incubations in vitro faites respectivement sous N, ; No +5ml O, ; No + 5
ml O, + 10 ml C;Hg et N2 + 10 ml CyHg ; ds: déviation standard.
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Expérience préliminaire: Recouvrement de |’ éhane et son effet sur la production des
gazin vitro

Traitement’ pmole Co,Hg / mmole N CO; CH, Ho
Avant I’incubation Apres pumole / pmole / pumole /
I’incubation flacon flacon flacon

T1 0 0 638.2 520.7 09
0 0 756.8 486.4 1.7

0 0 611.8 446.9 1.0

0 0 679.5 450.0 11

moyenne 0 0 671.6 476.0 18
ds 0 63.3 34.8 04
T2 0 0 1163.0 411.8 1.6
0 0 1085.8 420.2 14

0 0 778.4 340.3 13

0 0 774.3 344.6 1.3

moyenne 0 0 950.4 379.2 14
ds 0 0 203.4 42.6 0.2
T3 53.5 55.3 1096.8 394.1 2.4
69.7 70.7 882.3 366.8 1.7

59.3 61.7 807.7 352.5 1.3

62.1 67.8 739.6 341.4 12

moyenne 61.2 63.9 881.6 363.7 17
ds 6.7 6.8 154.9 22.8 0.5
T4 79.3 76.6 791.0 411.9 1.2
84.1 86.3 820.3 477.0 14

57.6 58.5 879.4 409.3 15

64.9 73.7 832.6 407.5 1.4

moyenne 715 73.8 830.8 426.4 14
< 12.3 115 36.8 33.8 0.1

1 T1, T2, T3, T4: incubations in vitro faites respectivement sous N2 ; N> + 5ml O ; N + 5 ml
O, + 10 ml CoHg et N, + 10 ml CoHg ; ds: déviation standard.



Expérience préliminaire: comparaison entrele CH, mesuré et le CH4 calculée en
utilisant C;Hg infusé

Traitment’ % CHy % CoHs  CoHe infusé CH, ™ CH, mesuré
pmole/flacon caculé pmole/flacon
pmole/flacon
T3 35 4.5 502.2 390.6 394.1
4.3 5.6 498.7 382.9 366.8
4.0 50 4139 3311 352.5
44 55 371.0 296.8 3414
moyenne 4.1 5.2 446.5 350.4 363.7
ds 0.4 05 64.8 44.4 22.8
T4 7.3 55 437.4 580.5 412.0
6.3 6.6 518.9 495.3 477.0
4.9 4.7 392.3 409.0 409.3
5.8 5.6 364.1 377.1 407.5
moyenne 6.1 5.6 428.2 465.5 426.5
ds 1.0 0.8 67.6 91.5 33.8

": T3, T4: Incubations in vitro faites sous N2 + 5 ml O, + 10 ml CoHg et N2 + 10 ml CoHe
respectivement ; ~: CHz produit = (%CHj aprés incubation x C,Hg infusé avant |’incubation) /
(% C,He aprés|’incubation) ; ds. déviation standard.



Expérience Péliminaire: effet del’éhane sur les fer mentationsin vitro des contenus du
rumen

Traitement’ AA AP AB  AGV totaux  CH, Ha 2Hr
production
nette
pmole / flacon (%)
T1 924.2 332.5 192.3 1467.0 520.7 0.9 106.2
953.3 344.5 204.2 1502.0 486.4 17 99.2
805.4 283.5 204.8 1293.7 446.9 10 101.9
799.4 272.0 200.5 1271.9 450.0 11 102.7
moyenne 870.6 308.1 200.5 1383.7 476.0 12 102.5
ds 79.7 35.7 5.8 117.7 34.8 0.4 2.9
T2 986.4 311.3 207.4 1505.1 411.8 16 86.2
1007.3 314.1 210.4 1531.8 420.2 14 86.1
838.6 249.2 200.9 1288.7 340.3 13 82.8
845.2 248.5 191.7 1285.4 344.6 13 83.5
moyenne 9194 280.8 202.6 1402.8 379.6 14 84.7
ds 89.9 36.9 8.3 134.0 42.6 0.1 1.8
T3 1007.9 204.2 190.8 1492.9 394.1 2.4 82.9
1006.5 296.3 194.6 1497.4 366.8 17 79.3
884.1 276.5 160.8 13214 352.5 13 85.0
859.2 279.4 165.8 1304.4 341.4 12 84.8
moyenne 9394 286.6 178.0 1404.0 363.7 17 83.0
ds 78.9 10.1 17.2 105.5 22.8 0.5 24
T4 - - - - 411.9 12 -
924.8 324.7 191.6 1441.1 477.0 14 100.0
788.7 291.8 161.4 1242.0 409.3 15 1011
784.4 306.1 150.6 1241.1 407.5 14 102.7
moyenne 832.6 307.5 167.9 1308.1 426.5 14 101.3
ds 79.8 16.5 21.3 115.2 33.8 0.1 14

*: T1, T2, T3, T4: : incubations In vitro faites respectivement SousN2; N2 +5ml Oz ; N2 +5
ml O, + 10 ml CoHg et N> + 10 ml CoHg ; ds; déviation standard ; -: non mésuré.



Effet delafertilisation azotée sur la composition botanique : premiere année (1999),
premiére saison, premiere période

semaines tréfle ray grass clover ray grass production
apres NO NO N150 N150 totale
fertilisation (kg MS) (kg MS) (kg MS) (kg MS) N150
(kg MS)
1 205,152 222,248 191,1262 254,6878 441,4
2 302,4684  428,1316 351,8618 656,3382 1008,2
3 478,9428  542,2572 705,208 721,0392 1439,2
4 1620,212  1901,988 1663,78 2394,22 4058

5 1049,792  1958,208 765,8774 4112,3226 4878,2
6 1255,0824 2767,6176  1067,9232 4494,1768 5562,1

Effet de la fertilisation azotée sur la composition botanique : premiére année (1999),
premier e saison, deuxieme période

semaines  trefle ray grass clover ray grass production production

apres NO NO N150 N150 totale NO totale

fertilisatio  (%MS) (%MS) (%) (%) (kg MS) N150

n (kg MS)
1 29,7 70,3 27,4 72,6 1034,9 931,2
2 329 67,1 33,9 66,1 1615,3 1865,6
3 26,8 73,2 24,6 75,4 2500,4 3107,8
4 211 78,9 20,4 79,6 4249,8 5147,9
5 393 60,7 13,4 86,6 4466,2 5414,3
6 347 65,3 15,1 84,9 6932,4 7865,1

Effet delafertilisation azotée sur la composition botanique : deuxieme année (1999),
premiér e saison, premiére période

semaine tréfle ray grass tréfle ray grass production production
apres NO N150 N150 N150 totale NO totale
fertilisation  (%MS) (%MS) (%MS) (% MS) (kg MS) N150
(kg MS)
1 615 38,5 42 58 470,4 704,9
2 464 53,6 44.8 55,2 608,2 949,9
3 489 51,1 46,6 53,4 834,8 1202,5
4 69,1 30,9 48,1 51,9 1191,2 1746,4
5 50,3 49,7 32,5 67,5 1046,1 1627,5
6 499 50,1 40,3 59,7 1679,1 2424.4
7 515 48,5 52 48 1716,6 3046,8




Effet delafertilisation azotée sur la composition botanique : premiere année (1999),
deuxieme saison, deuxiéme période

semaines trefle ray grass trefle ray grass production production
apres NO NO N150 N150 totale NO totale
fertilisation  (%MS) (%oMS) (%oMS) (%0MS) (kg MS) N150
(kg MS)
1 39,2 60,8 43 57 536 380,7
2 451 54,9 41,2 58,8 595,2 725,4
3 498 50,2 35,3 64,7 1047 1290,3
4 50,9 49,1 26,8 73,2 1410,8 1486,5
5 49,7 50,3 48,1 51,9 1437,8 1910,2
6 53,7 46,3 27,3 72,7 1614,6 1906,1
7 50,6 494 38 62 1574,4 22121

Effet delafertilisation azotée sur les emissions de méthane (ml/6h) : premiere année
(1999), premiére saison

date/mouton A B C D
fertilisation N150 N150 NO NO
14/06/1999 4805,9 7233,6 5866,7 7554,2
16/06/1999 32428 6312,9 6102,1 6532,9
21/06/1999 48945 77117 8254.6 8528,2
23/06/1999 5061,9 9341,7 6501,9 99254
fertilisation NO NO N150 N150
05/07/1999 4874,3 6985,8 6758,4 8366,6
07/07/1999 6145.,4 7985.,4 5366,8 59499
12/07/1999 6296 7171.,4 8168,7 9236,7

14/07/1900 5906,1 6161,3 6485,7 6605,7
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Effet delafertilisation azotée sur I'ingestion volontaire (g MS/jour) : premiére année
(1999), premiére saison

date/mouton A B C D
fértilisation N150 N150 NO NO
14/06/1999 997 1222 919 1149
16/06/1999 1054 1213 971 1213
21/06/1999 1016 1251 952 1190
23/06/1999 1005 1159 1038 1226
fértilisation NO NO N150 N150
05/07/1999 872 942 893 1041
07/07/1999 1225 1249 1084 1085
12/07/1999 1433 1371 1037 1272
14/07/1900 1139 942 1202 787

Effet delafertilisation azotée sur les paramétres de la digestion delaM Sdansle
rumen: premiére année (1999), premiére saison

date a b C Kk DE
(%oMS) (%oMS) (%MS/h) (%/h) (%0MS)

mouton A

14+16 /06/99 42,1 50,7 53 6,1 65,7
21+23/06/99 42 43,3 4,6 6,1 60,6
05+07/07/99 41,6 49,7 2,4 4,5 58,9
12+14/07/99 35,2 48,9 2,3 4,5 51,7
mouton B

14+16 /06/99 41 51,5 13,5 6,3 76,1
21+23/06/99 41,9 47,7 9,3 6,3 70,3
05+07/07/99 37,9 50,7 52 4,2 65,9
12+14/07/99 38,3 44.8 4,8 4,2 62,2
mouton C

14+16 /06/99 43,5 49,3 9,1 4.6 76,2
21+23/06/99 37 52 79 4,6 69,9
05+07/07/99 38,6 50,2 4,9 4,7 64,2
12+14/07/99 34,7 46,5 4.4 4,7 57,2
mouton D

14+16 /06/99 45,7 46 79 3,5 77,6
21+23/06/99 441 41,6 7,5 3,5 72,5
05+07/07/99 38,8 49,2 54 2,8 71,2
12+14/07/99 36,5 445 3,3 2,8 60,6

a : fraction soluble dans 'eau ; b : fraction non soluble soluble dans I'eau mais
dégradable ; k: taux de passage de particules solides; DE: dégradabilité
effective = a+(b*c)/(c+k) (%)



Effet delafertilisation azotée sur la proportion des AGV: premiére année (1999),
premiere saison

date/mouton acetate propionate butyrate
fértilisation (%) (%) (%)
sheep A N150
14/06/1999 67,9 20,6 10,1
16/06/1999 71,5 20 7,6
21/06/1999 67,5 22,5 8,7
23/06/1999 69,9 20,8 8,1
NO
05/07/1999 70,6 20 8,1
07/07/1999 69,5 21,6 8,4
12/07/1999 69,4 20,4 9,2
14/07/1900 68 20,2 10,1
sheep B N150
14/06/1999 67,2 18,1 12,3
16/06/1999 66,1 19,4 11,7
21/06/1999 65,8 18,4 13,2
23/06/1999 65,9 18,8 13,1
NO
05/07/1999 69,3 17,1 11,8
07/07/1999 68,1 18 12,2
12/07/1999 71,8 16,5 10
14/07/1900 73 16 9,5
sheep C NO
14/06/1999 63,6 21,1 12,5
16/06/1999 63,8 22,9 11,5
21/06/1999 61,4 21,2 14,7
23/06/1999 60,5 20,8 16,5
N150
05/07/1999 61 22,6 13,9
07/07/1999 62,1 24,1 11,7
12/07/1999 62,1 23,6 11,9
14/07/1900 62,5 22,2 12,8
sheep D NO
14/06/1999 66,5 18,9 12,9
16/06/1999 67,6 18,3 12,1
21/06/1999 69,7 16,4 11,8
23/06/1999 69,4 17,1 11,9
N150
05/07/1999 68,5 17,4 11,7
07/07/1999 69,2 17,9 11,2
12/07/1999 68,6 17,7 11,5
14/07/1900 68,5 17,5 11,7




Effet delafertilisation azotée sur les emissions de méthane (ml/6h) : premiere année
(1999), deuxieme saison

date / mouton Sheep A Sheep B Sheep C Sheep D
fértilisation N150 N150 NO NO
30/08/1999 5151,6 4981,6 8141,6 8317,6
01/09/1999 5635,1 7119,5 7698,8 7975,7
06/09/1999 6260,8 9070,6 9160,8 8935,7
08/09/1999 4914,1 7190,7 7315,5 8863,1
fértilisation NO NO N150 N150
20/09/1999 4683 7147 7443 9170
22/09/1999 4461 8093 5529 10328
27/09/1999 5318 7947 7841 8398
29/09/1999 4164 6952 6314 7426

Effet delafertilisation azotée sur I'ingestion volontaire (g MS/jour) : premiere année
(1999), deuxieme saison

date/mouton Sheep A Sheep B Sheep C Sheep D
fértilisation N150 N150 NO NO
30/08/1999 1077,5 837,6 1231,2 1236,6
01/09/1999 1090,4 872,1 1038,2 1218,3
06/09/1999 1105,4 1065,2 1235,9 1256,8
08/09/1999 1041,2 1110,2 1208,8 1354,7
fértilisation NO NO N150 N150
20/09/1999 902,6 1078,6 1020,2 1170
22/09/1999 730 1032,9 895,8 1210
27/09/1999 807,2 880,1 1148,4 1156,7
29/09/1999 835,5 940,5 1036,3 1175,2




Effet delafertilisation azotée sur les paramétres de la digestion delaM Sdansle
rumen: premiere année (1999), deuxieme saison

Date/mouton a b C Kk DE
(9%oMS) (%MS) (%MS/h) (%/h) (%oMS)

mouton A

30+01/08/99 38,7 52,2 4,5 4,1 66,0
06+08/09/99 35,2 51,3 4 4,1 60,5
20+22/09/99 38,2 46,5 54 35 66,4
27+29/09/99 36,5 48,1 4,7 35 64,1
mouton B

30+01/08/99 39,2 51,1 12 4.6 76,1
06+08/09/99 36,3 50,7 8,7 4,6 69,5
20+22/09/99 35,1 54,8 8,3 57 67,6
27+29/09/99 37,2 47,7 59 57 61,5
mouton C

30+01/08/99 36,6 48,5 10 51 68,7
06+08/09/99 38,5 47,9 6,2 51 64,8
20+22/09/99 39,5 46,9 7,4 3,8 70,5
27+29/09/99 33,8 50,3 54 3,8 63,3
mouton D

30+01/08/99 41,8 44,5 7,3 3,2 72,7
06+08/09/99 35,7 52,2 59 3,2 69,5
20+22/09/99 40,2 47,5 7,2 4.2 70,2
27+29/09/99 33,4 49,4 6,2 4,2 62,9

a : fraction soluble dans I'eau ; b : fraction non soluble soluble dans I'eau mais
dégradable ; k : taux de passage de particules solides ; DE : dégradabilité effective =
a+(b*c)/(c+k) (%)
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Effet delafertilisation azotée sur la proportion des AGV: premiére année (1999),
deuxieme saison

date/mouton acetate (%) propionate (%) butyrate (%)
sheep A N150
30/08/1999 66,7 20,9 10,2
01/09/1999 64,2 21,3 12,2
06/09/1999 66,2 20,4 10,6
08/09/1999 65,3 214 11
NO
20/09/1999 67 18,1 11,9
22/09/1999 66,9 16,7 12,9
27/09/1999 67,3 16,5 12,8
29/09/1999 66,4 16,8 13,1
sheep B N150
30/08/1999 68,7 17,9 10,3
01/09/1999 67,6 18,4 10,6
06/09/1999 68,4 17,4 11,3
08/09/1999 68,5 17,8 10,7
NO
20/09/1999 70,8 16 10
22/09/1999 70,5 16,2 9,7
27/09/1999 66,7 19,6 9,9
29/09/1999 69,5 16,5 10,3
sheep C NO
30/08/1999 66,6 18,2 11,8
01/09/1999 63,9 18 14,4
06/09/1999 65 19 12,1
08/09/1999 64,3 18,9 13,5
N150
20/09/1999 65,6 18,4 12,7
22/09/1999 63,8 20,2 12,2
27/09/1999 62,7 18,9 13,7
29/09/1999 64,7 17,6 13,2
sheep D NO
30/08/1999 69,1 15,3 12,1
01/09/1999 67 16,5 12,9
06/09/1999 69 15,6 11,7
08/09/1999 67,1 16,7 12,7
N150
20/09/1999 68,1 15,8 12,7
22/09/1999 67,6 16,7 12,1
27/09/1999 69,4 15,3 11,8

29/09/1999 67,2 17,2 11,3
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Effet delafertilisation azotée sur la production de méthane, la production et les
proportion des AGV apreés desincubationsin vitro (premiere année: 1999, premiere

saison)
mouton traitement acétate propionate butyrate iVFA CHy totVFA 2Hr
mmoles / mole d'AGV nmmoles/flac (%)
A N150 546 224 123 37 295 2376 105
B N150 600 285 79 17 90 3365 63
A N150 607 260 102 20 172 2604 75
B N150 616 212 110 23 193 2805 77
A N150 592 246 122 13 158 2540 73
B N150 545 316 95 13 201 2573 93
A N150 538 313 98 19 160 2664 84
B N150 609 210 133 16 232 2645 84
A NO 426 401 122 25 202 1993 108
B NO 593 236 133 22 210 2669 82
A NO 530 333 99 18 107 2438 74
B NO 578 251 137 16 219 2500 86
A NO 530 329 106 18 146 2272 82
B NO 631 213 149 8 245 2045 82
A NO 533 319 111 17 157 2126 83
B NO 596 226 132 13 204 2154 81
C NO 569 273 100 32 186 2841 84
D NO 616 213 116 31 225 2763 83
C NO 574 258 110 34 191 2637 83
D NO 601 219 121 31 223 2652 85
C NO 528 316 110 20 153 2590 83
D NO 623 218 114 21 238 2570 86
C NO 538 273 137 23 202 2406 88
D NO 628 203 118 25 250 2655 80
C N150 515 300 129 28 172 2632 86
D N150 629 207 124 15 253 2529 87
C N150 569 304 90 11 140 2471 77
D N150 628 229 111 12 236 2267 86
C N150 578 293 98 10 181 2107 84
D N150 642 223 109 11 221 2031 81
C N150 557 300 107 19 252 1980 100
D N150 640 224 105 14 240 1938 85




Effet delafertilisation azotée sur la production de méthane, la production et les
proportion des AGV apr ésdesincubationsin vitro (premiére année: 1999, deuxieme

saison)
mouton traitement  acétate propionate butyrat IVFA CHg VFAtot 2Hr
e

mmoles/mole d’AGVtot mmoles/flac (%)

1 2 546 224 123 37 295 2376 105
1 2 568 275 101 28 156 2481 78
2 2 636 231 84 30 214 2434 82
1 2 597 252 98 28 165 2470 79
2 2 643 190 117 25 234 2475 88
1 2 592 232 131 25 237 2356 80
2 2 633 199 112 28 205 2450 84
1 2 615 231 97 28 171 2461 80
2 2 646 202 99 32 245 2437 72
1 1 569 281 97 33 169 2471 81
2 1 645 217 102 30 237 2518 85
1 1 611 241 92 27 160 2470 74
2 1 627 223 95 30 216 2465 83
1 1 556 206 82 23 176 2180 79
2 1 584 211 77 26 202 2271 84
1 1 512 205 86 23 169 2096 82
2 1 660 202 78 23 194 2432 75
3 1 568 240 93 27 165 2358 76
4 1 630 186 115 24 234 2431 82
3 1 550 215 121 23 237 2306 88
4 1 641 202 114 29 205 2513 78
3 1 581 219 92 26 171 2345 75
4 1 635 198 97 32 245 2439 85
3 1 621 217 105 29 177 2461 74
4 1 632 209 100 29 177 2465 73
3 2 614 232 106 27 191 2454 78
4 2 636 192 106 27 217 2429 80
3 2 597 232 92 28 116 2398 65
4 2 639 188 95 29 216 2397 80
3 2 583 213 83 20 186 2274 81
4 2 608 187 78 22 214 2251 83
3 2 592 223 81 19 159 2315 75
4 2 613 193 77 18 174 2272 74




Effet du niveau defertilisation azotée sur les emissions de méthane (1/24h) : deuxieme
année (2000), premiére saison

répétitions/ E F G H
mouton

fertilisation N400 N400 N200 N200
1 44.58 39.84 55.06 51.24
2 33.32 41.68 39.22 42.50
3 3175 36.18 46.44 38.91
4 1808 34.42 36.23 48.76
fertilisation N200 N200 N400 N400
1 28.09 40.80 49.00 44.61
2 25.92 36.14 28.35 42.32
3 29.05 35.54 34.44 44.74
4 27.34 39.69 47.55 43.84

Effet du niveau de fertilisation azotée sur I'ingestion volontaire (g/24h) : deuxieme année
(2000), premiére saison

répétitions E F G H
/mouton

fertilisation N400 N400 N200 N200
1 1547 1480 1924 1940
2 1403 1550 1723 1870
3 1183 1764 1867 1890
4 849 1606 1816 1960
fertilisation N200 N200 N400 N400
1 632 1281 1587 1770
2 794 1391 1635 1900
3 709 1193 1751 1891
4 734 1223 1725 1659

95



Parametres dela digestion dela M S dansle rumen: deuxieme année (2000), premiére
saison (niveau de fertilisation 400kg N/ha/an)

répétition/ a b c k DE
mouton (%MS) (%0MS) (%0MS/h) (%/h) (%MS)
mouton E

1 29.3 49.8 4.2 3.2 57.8
2 29.3 49.8 4.2 3.2 57.8
3 27.3 58.2 52 3.2 63.5
4 27.3 58.2 52 3.2 63.5
mouton F

1 29.3 59.6 4.8 3.3 64.6
2 29.3 59.6 4.8 3.3 64.6
3 31.8 57.0 3.9 3.3 63.0
4 31.8 57.0 3.9 3.3 63.0
mouton G

1 31.2 55.1 54 4.2 62.2
2 31.2 55.1 54 4.2 62.2
3 31.2 55.1 54 4.2 62.2
4 29.2 57.7 4.9 4.2 60.5
mouton H

1 34.0 52.6 35 6.4 52.5
2 34.0 52.6 35 6.4 525
3 34.0 52.6 35 6.4 525
4 30.4 56.9 52 6.4 55.8

a : fraction soluble dans I'eau ; b : fraction non soluble soluble dans I'eau mais
dégradable ; k : taux de passage de particules solides ; DE : dégradabilité effective =
a+(b*c)/(c+k) (%)



Parametres dela digestion dela M S dansle rumen: deuxieme année (2000), premiére
saison(niveau de fertilisation 200kg N/ha/an)

répétition/ a b c k DE
mouton (%MS) (%0MS) (%0MS/h) (%/h) (%MS)
mouton E

1 34.4 53.8 3.8 2.0 69.2
2 34.4 53.8 3.8 2.0 69.2
3 34.4 53.8 3.8 2.0 69.2
4 31.4 49.4 3.8 2.0 62.6
mouton F

1 32.0 54.2 4.5 4.0 60.8
2 32.0 54.2 4.5 4.0 60.8
3 32.0 54.2 4.5 4.0 60.8
4 31.9 50.0 6.0 4.0 61.8
mouton G

1 29.8 63.8 2.7 4.2 54.8
2 29.8 63.8 2.7 4.2 54.8
3 28.2 60.3 4.5 4.2 59.5
4 28.2 60.3 4,5 4.2 59.5
mouton H

1 29.1 58.4 54 64.4 55.8
2 29.1 58.4 54 64.4 55.8
3 25.7 60.2 6.9 64.4 57.0
4 25.7 60.2 6.9 64.4 57.0

a : fraction soluble dans I'eau ; b : fraction non soluble soluble dans I'eau mais
dégradable ; k : taux de passage de particules solides ; DE : dégradabilité effective =
a+(b*c)/(c+k) (%)
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La concentration en AGV totaux, les proportionsd’AGV et le pH danslejusdu rumen:
deuxieme année (2000), premiére saison (niveau de fertilisation 400kg N/ha/an)

répétition/ AGV totaux acétate propionate  butyrate pH iVFA
mouton mmoles/| (%) (%) (%) (%)
mouton E

1 111.6 66.9 23.6 5.2 6.4 2.1
2 106.1 68.8 23.2 4.7 6.2 1.6
3 106.3 68.7 20.7 6.5 6.5 2.2
4 68.2 64.6 22.4 6.6 6.7 3.6
mouton F

1 90.7 67.0 18.7 8.6 6.8 34
2 126.3 66.6 20.6 8.7 6.0 2.1
3 133.6 67.5 20.4 7.6 6.1 2.3
4 136.3 67.4 20.6 7.5 6.1 2.6
mouton G

1 104.0 70.7 17.8 7.1 6.4 2.5
2 110.6 68.4 19.0 7.5 6.4 2.7
3 99.3 69.3 18.4 7.5 6.4 2.5
4 94.9 70.7 17.6 7.6 6.5 2.2
mouton H

1 105.7 69.9 18.0 8.2 6.4 2.2
2 110.2 68.0 18.7 8.5 6.4 2.6
3 113.9 68.0 18.3 8.8 6.4 2.8
4 96.3 67.5 18.8 9.5 6.4 2.2




La centration en AGV totaux, les proportions d’AGV et le pH dans le jus du rumen:
deuxieme année (2000), premiére saison (niveau de fertilisation 200kg N/ha/an)

répétition/ AGV totaux acétate propionate  butyrate pH iVFA
mouton mmoles/| (%) (%) (%) (%)
mouton E

1 101.3 67.4 20.8 8.1 6.4 24
2 98.0 66.8 21.1 7.9 6.4 2.5
3 103.3 66.2 22.3 7.7 6.2 2.1
4 93.7 68.5 19.9 7.6 6.5 2.5
mouton F

1 122.9 65.3 21.2 9.5 5.9 2.2
2 117.1 65.8 20.5 9.8 6.1 1.8
3 108.8 66.0 20.5 9.9 6.1 19
4 110.9 66.4 20.3 9.0 6.2 2.3
mouton G

1 93.3 70.8 19.0 6.9 6.5 15
2 85.7 71.0 18.7 7.5 6.4 11
3 102.7 71.6 17.6 7.9 6.3 1.1
4 98.3 715 17.7 7.9 6.4 12
mouton H

1 94.3 67.6 19.7 9.5 6.5 1.6
2 98.3 68.6 19.0 9.0 6.4 14
3 107.2 68.5 18.8 9.3 6.4 14
4 127.3 68.4 18.7 9.7 5.9 14

Effet du niveau de fertilisation azotée sur les emissions de méthane (1/24h) : deuxiéme
année (2000), deuxieme saison

répétitions/ E F G H
mouton

fértilisation N400 N400 N200 N200
1 33.26 33.73 45.68 52.07
2 30.71 33.59 36.52 50.82
3 38.29 32.91 46.81 50.22
4 29.26 16.84 40.23 49.21
fertilisation N200 N200 N400 N400
1 30.02 28.05 37.80 44.16
2 28.50 23.95 30.78 42.48
3 27.88 27.77 39.36 45.73
4 30.40 27.32 42.82 42.88




Effet du niveau de fertilisation azotée sur I'ingestion volontaire (g/24h) : deuxiéme année
(2000), premiére saison

répétitions E F G H
/mouton

fertilisation N400 N400 N200 N200
1 1018 1095 1450 1487
2 992 1151 1478 1549
3 1011 1131 1510 1434
4 1122 649 1473 1521
fertilisation N200 N200 N400 N400
1 898 973 1178 1324
2 923 974 1336 1480
3 823 977 1374 1431
4 855 1052 1562 1531

La concentration en AGV totaux, les proportionsd’AGV et le pH danslejusdu rumen:
deuxiéme année (2000), deuxieme saison (niveau de fertilisation 400kg N/ha/an)

répétition/ AGV totaux acétate propionate  butyrate IVFA pH
mouton mmoles/I| (%) (%) (%) (%)
mouton E

1 120.2 64.0 21.6 9.9 2.6 6.4
2 138.0 64.3 22.2 9.1 24 6.0
3 118.9 63.2 214 10.3 3.0 6.4
4 139.6 63.4 21.8 10.2 24 6.2
mouton F

1 118.5 67.5 18.7 9.7 2.3 6.3
2 131.9 67.0 20.1 9.2 2.0 6.1
3 127.6 66.1 20.3 9.5 2.2 6.2
4 168.8 63.8 20.4 10.5 3.5 6.6
mouton G

1 107.5 66.0 18.4 10.5 3.0 6.5
2 107.3 64.5 19.7 11.2 2.6 6.5
3 88.0 63.2 19.6 11.9 31 6.6
4 90.2 63.4 19.4 12.1 3.0 6.5
mouton H

1 107.1 62.7 20.0 11.7 2.1 6.4
2 107.2 62.0 20.9 11.9 2.1 6.5
3 94.2 62.3 20.5 12.0 2.2 6.5
4 95.7 61.7 21.1 11.5 2.2 6.5
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La concentration en AGV totaux, les proportionsd’AGV et le pH danslejusdu rumen:
deuxieme année (2000), deuxiéme saison (niveau de fertilisation 200kg N/ha/an)

répétition/ AGV totaux acétate propionate  butyrate IVFA pH
mouton mmoles/| (%) (%) (%) (%)
mouton E

1 114.7 61.1 22.1 12.8 25 6.3
2 118.3 60.9 215 13.0 3.0 6.4
3 90.8 58.6 23.8 12.5 3.1 6.5
4 102.6 59.4 23.8 12.2 2.8 6.2
mouton F

1 1154 64.4 22.3 10.6 15 6.0
2 124.4 62.9 22.7 11.3 1.8 5.9
3 110.1 63.3 23.9 10.1 14 6.0
4 104.5 65.2 215 10.6 1.1 6.1
mouton G

1 93.5 67.2 19.3 10.2 19 6.3
2 120.6 67.8 20.0 9.3 1.6 6.1
3 104.6 65.3 20.8 10.9 1.8 6.3
4 11.1 65.9 20.6 104 1.6 6.3
mouton H

1 1135 64.1 214 11.0 3.4 6.3
2 114.8 62.9 22.8 111 3.1 6.3
3 104.5 61.8 22.1 125 3.0 6.3
4 108.6 60.9 23.1 12.3 34 6.3

Effet de la méthode de suppléméntation sur les emissions de méthane (1/24h) : deuxiéme
année (2000), premiere saison, niveau de fértilisation (400kg/ha/an)

répétitions/ E F G H
mouton

supplémentation synchrone synchrone asynchrone asynchrone
1 23.54 37.02 34.48 38.14
2 29.76 34.66 33.85 40.90
3 30.02 39.18 38.18 46.71
4 31.26 38.77 34.17 45.40
supplémentation  asynchrone asynchrone synchrone synchrone
1 30.56 33.25 27.48 45.01
2 24.15 28.95 29.10 41.12
3 37.45 39.64 50.83 60.05
4 37.82 41.64 45.98 46.14
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Effet de la méthode de suppléméntation sur lingestion volontaire (g M S/24h) : deuxieme
année (2000), premieére saison, niveau de fértilisation (400kg/ha/an)

répétitions/ E F G H
mouton

supplémentation synchrone synchrone asynchrone asynchrone
1 925 1320 1610 1636

2 998 1340 1598 1645

3 992 1337 1578 1621

4 986 1343 1590 1651
supplémentation  asynchrone asynchrone synchrone synchrone
1 1009 1346 1609 1664

2 989 1342 1604 1665

3 986 1327 1581 1627

4 1002 1339 1601 1659

La concentration en AGV totaux, les proportionsd’AGV et le pH danslejusdu rumen:
deuxieme année (2000), deuxiéme saison (niveau de fertilisation 400kg N/ha/an)
(supplémentation synchrone)

répétition/ AGV totaux acétate propionate  butyrate iVFA ph
mouton mmoles/| (%) (%) (%) (%)
mouton E

1 100.1 67.2 18.9 9.6 2.7 6.3
2 105.2 67.0 18.6 9.9 2.7 5.9
3 109.3 66.3 19.0 10.1 2.6 6.1
4 105.8 65.5 19.0 10.4 2.9 6.1
mouton F

1 116.6 67.5 16.6 11.9 24 5.9
2 114.7 65.7 18.9 11.6 2.2 5.8
3 129.7 65.4 17.7 12.5 24 5.8
4 131.8 63.9 17.3 14.2 2.6 5.6
mouton G

1 80.9 65.8 17.5 12.3 2.7 6.5
2 97.4 63.6 18.9 12.9 2.6 6.2
3 103.5 68.4 18.3 10.2 2.3 6.2
4 106.6 66.0 18.3 11.0 2.7 6.2
mouton H

1 118.6 65.2 17.4 12.8 2.7 6.1
2 107.6 62.2 20.4 12.9 2.6 6.1
3 127.7 65.3 18.9 11.4 25 5.9
4 124.2 63.2 194 13.0 25 5.8
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La concentration en AGV totaux, les proportionsd’AGV et le pH danslejusdu rumen:
deuxieme année (2000), deuxiéme saison (niveau de fertilisation 400kg N/ha/an)
(supplémentation asynchrone)

répétition/ AGV totaux acétate propionate  butyrate iIVFA pH
mouton mmoles/I (%) (%) (%) (%)
mouton E

1 97.1 65.6 19.4 10.9 2.6 6.3
2 914 66.3 16.9 12.4 2.6 6.4
3 104.2 65.8 17.5 12.3 2.6 6.3
4 107.7 64.4 19.0 12.0 2.6 6.2
mouton F

1 128.2 65.6 18.4 11.6 2.3 5.8
2 124.0 63.4 18.8 13.3 25 5.8
3 148.5 65.9 18.6 11.2 2.3 5.7
4 137.0 64.3 19.4 12.0 24 5.6
mouton G

1 97.3 67.6 17.5 11.2 2.2 6.3
2 99.1 66.4 17.7 12.2 2.1 6.2
3 99.3 64.5 18.6 12.4 2.6 6.2
4 103.6 65.1 18.4 11.8 2.7 6.0
mouton H

1 105.0 66.0 18.2 11.8 2.3 6.1
2 106.2 64.0 18.7 135 2.2 6.0
3 106.5 64.1 18.3 13.3 24 6.0
4 121.1 63.7 18.2 12.8 2.6 5.6
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