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Material e Métodos

As gramineas forrageiras capim-gordura
(Melinis minutiflora), capim-tifton 85 (Cynodon
sp) e capim-braquidria (Brachiaria decumbens)
foram cultivadas em drea do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, em
Vigosa, Minas Gerais. Vigosa localiza-se a 20°45'
de-latitude sul e 42°54' de latitude oeste, a uma
altitude média de 650 m. Seu clima é do tipo Cwb
(classificagdo Koppen), clima tropical de altitude,
com verdes quentes € chuvosos.

Ap6s corte de uniformizag@o, realizado em no-
vembro/98 com cutelo, a altura de cinco centimetros
acima do solo, foi feita adubagfo em cobertura com
sulfato de amonio (60 kg/ha de N), cloreto de potassio
(60 kg/ha de K,0) e superfosfato simples (80 kgrha
de P,0s). Durante os meses de dezembro/98 e
janeiro/99 foram colhidos perfilhos para anilises
quimicas (Paciulloetal.,2001) e anatdmicas (Paciuilo
et al., 2002).

Em fevereiro/99 foram selecionados e identifi-
cados com anéis de mesma coloragio dois grupos
de 10 perfilhos em cada parcela. O critério para
orientar na colheita dos perfilhos baseou-se na
idade da folha. Os perfithos foram vistoriados
periodicamente para se determinar o momento da
colheita. No primeiro grupo de dez perfilhos coleta-
ram-se a 7* (capim-braquiéria e capim-gordura) e a
11 (capim-tifton 85) folhas, da base para o topo do
perfilho, no momento da completa expansdo (idade
0), caracterizado pelo aparecimento da ligula. No
segundo grupo de perfilhos, foram retiradas folhas
dos mesmos niveis de insercio, porém 20 dias apds
o aparecimento da l{gula (idade 20).

Foi amostrado o segmento de colmo localizado
imediatamente abaixo da folha colhida. No momento
da amostragem, os segmentos de colmo apresenta-
vam seus tecidos diferenciados. Por isso, aqueles
associados as folhas recém-expandidas foram cha-
mados de colmos jovens e os associados 2s folhas
com 20 dias de idade, de colmos em idade avangada.

No momento pré-determinado (dia-do aparecimen-
todaligula ou 20 dias apds o aparecimento daligula), os
perfilhos foram colhidos para obtengio das laminas
foliares e dos segmentos de colmo de interesse as
andlises de digestdo dos tecidos. Apds colhidos, os
perfilhos foram congelados em nitrogénio liquido e, em
seguida, armazenados em freezer & temperatura de -
80°C, para posteriores anélises de digestao dos tecidos.

R. Bras. Zootec., v.31, n.2, p.900-307, 2002 (suplemento)
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Os perfilhos retirados do freezer permaneceram
por uma noite em geladeira. Apés descongelamento,
foram dissecados em limina e segmento de colmo
(mesmo procedimento utilizado para anélises
anatOmicas). Para avaliagio da digestdo dos tecidos,
seguiu-se metodologia descritapor Akin (1982), com
modificagGes propostas por Wilson et al. (1991). Da
por¢do mediana daldmina e do segmento de colmo de
dois perfilhos de cada tratamento foram retirados
segmentos de aproximadamente 2 cm, que, em segui-
da, foram seccionados transversalmente em
micrétomo de mdo a aproximadamente 100 pm.
Trés segoes de cada segmento foram montadas em
fita adesiva de face dupla, previamente aderida i
lamina de microscépio. Até que todas as liminas
fossem montadas com os cortes transversais, estas
permaneceram em recipiente com dgua destilada.
Em seguida, foram colocadas em tubos contendo
uma mistura liquido ruminal:solugéo tampio de
McDougall, na proporg¢3o de 1:1.

Outro grupo de trés secbes retiradas das mesmas
fragSes destinadas 2 incubaggo foi também montado
em aminas de microscépio com fita adesiva de face
dupla, porém nio foi incubado em liquido de rimen.
Estas se¢Ges foram imediatamente observadas com
auxilio do microscopio de luz e do Software de
Anidlise de Imagens, modelo Image Pro Plus versio
1.3, para a determinagio da espessura da parede das
células do esclerénquima (ESC). Foram realizadas 20
medidas por se¢do. A técnica utilizada ndo permitiu
obtencdo de imagens de 6tima qualidade para avali-
acdo dos cortes transversais das ldminas foliares,
motivo pelo qual apenas foi possivel medi¢do da
espessura da parede das células do ESC do colmo.
Por outro lado, a metodologia apresenta algumas
vantagens como as citadas por Engels (1996): rapidez
1o preparo € na comparagdo das amostras, possibili-
dade de avaliar grande ndmero de se¢Bes, antes e
apds a digestio em liquido de riimen, e a manutenggo
do arranjo anatémico dos tecidos nio-digeridos apés
a incubagao, visto que, as se¢des da planta nio sdo
manuseadas apés aderidas 2 fita.

Apbs 46 horas de incubagdo, as ldminas foram
retiradas dos tubos e lavadas cuidadosamente com d4gua
destilada, sendo cobertas com laminulas e examinadas
ao microscopio. Com o uso do sistema analisador de
imagens, foram medidas as espessuras da parede das
células do ESC do colmo, com objetivo de se detectar
possivel redugfo na espessura, decorrente da digestio.

Para estimativa do desaparecimento dos tecidos,

PAGIULLO et al. 903

as imagens dos tecidos da folha e do colmo foram
registradas antes e depois da incubagdo, copiando-as
paraamemdria do computador e posteriormente para
um disco flexivel de 3,5,

Resultados e Discussiio

No estudo de digestdo de tecidos, foi feita andlise
qualitativado desaparecimento dos tecidos da ldmina
foliar e do colmo. A utilizagdo da técnica da fita de
face dupla aderida a ldmina de microscépio n3o
permitiu obtengdo de imagens de 6tima qualidade
para avaliagio das laminas foliares, dificultando, is
vezes, a observagio do desaparecimento dos tecidos.
Em geral, ldminas recém-expandidas apresentaram
maiores dreas digeridas. Permaneceram intactos o
ESC, a bainha parenquimitica dos feixes (BPF), e o
xilema (XIL), enquanto o mesofilo (MES) e o floema
(FLO) desapareceram totalmente, independente da
espécie. A epiderme (EPI) das trés espécies apre-
sentou digestdo parcial. A digestdo do MES de 1ami-
nas a0s 20 dias de idade de capim-braquidria e capim-
gordura néo foi completa. Em espécies de Panicum
maximum cultivadas no periodo seco do ano, Lempp
et al. (1998) observaram residuos de células do MES
apds incubagdo por 72 horas. Por meio de testes
histoquimicos, os autores detectaram, em algumas
regides do mesofilo, a presenga de compostos
fendlicos. Este fato também foi constatado por Akin
(1989). Neste estudo, € provivel que compostos
fendlicos tenham sido depositados na parede das
células do MES, com o avango do desenvolvimento,
reduzindo a taxa de digestdo de 1iminas com 20 dias
de idade. Por outro lado, em ldminas de capim-tifton
85, aidade néo alterou o desaparecimento das células
do MES, que, juntamente com o FLO, foi completa-
mente digerido. A EPI sofreu digestdo parcial e o
XIL, a BPF e o ESC permaneceram intactos.

Células com parede delgada e ndo-lignificada,
como as do FLO e as do MES, geralmente apresen-
tam completa digestéo ap6s periodo de incubagio de
12 a 24 horas (Akin et al., 1983; Hartest et al., [983),
apesar de que, algumas vezes, a digestdo nio se
completa apds incubagdo por 48 horas (Twidwell et
al., 1989; Wilson et al., 1991; Lempp et al., 1998).
Para a BPF e a EPI, a digestio & parcial apés periodo
de incubagio entre 24 ¢ 48 horas (Akin et al., 1983;
Bohnetal., 1988; Wilson etal., 1991), embora alguns
autores tenham encontrado desaparecimento total
das células da epiderme apés incubagiio por 24 h

R. Bras. Zootec., v.31, n.2, p.900-907, 2002 (suplemento)

(Akin & Burdick, 1975; Akinetal., 1983). Os tecidos
que apresentam células com paredes espessadas e
lignificadas, como o XIL e 0 ESC, sio praticamente
indigestiveis, permanecendo aparentemente intactos
apds longo tempo de incubagdo em liquido ruminal
(Wilsonetal., 1991; Brito etal., 1999). As variagdes
encontradas para digestéo de um mesmo tecido sio
decorrentes da espécie, do estddio de desenvolvi-
mento, de fatores de ambiente e da prépria metodologia
utilizada para avalia¢do da digestfo.

Segundo Lempp et al. (1997), um dos méritos da
observagio da segfio transversal do resfduo da digestiio
in vitro & permitir verificar a importincia da estrutura
"girder" no destacamento dos diferentes tecidos e, con-
seqlientemente, a exposigdd dos mesmos aos
microorganismos ruminais. Por abservagio visual, foi
constatado, neste trabalho, que esta estrutura € total-
mente resistente 4 digestdo, mesmo em 1aminas foliares
recém-expandidas. De fato, espécies com menor fre-
quéncia de estrutura “girder", naldmina foliar, apresen-
tam maior taxa de fragmentaco dos tecidos, quando
comparadas aquelas com elevada freqiiéncia (Ehlke &
Casler, 1983). Este fato evidenciaa importéncia do uso
desta caracteristica em programas de melhoramento de
forrageiras, que visam a obtengfio de espécies com mais
altadigestibilidade (Wilson, 1997).

As células do parénquima (PAR) e do FLO de
colmos jovens foram totalmente digeridas, indepen-
dente da espécie. A EPI, o XIL e 0 ESC permanece-
ram aparentemente intactos (Figura 1). O desenvol-
vimento foi fator preponderante de alteragdes
anatdmicas e digestivas do colmo. Assim, o decrés-
cimo na proporgdo de PAR, associado aos aumentos
em 4rea do ESC e da espessura da parede celular,
com o avango do desenvolvimento (Paciullo et al.,
2002), resultou em menor digestdo das segdes de
colmo, notadamente em capim-gordura. De acordo
com Paciullo et al. (2002), aumento mais expressivo
em drea de ESC, com o desenvolvimento, e maior
propor¢do de XIL foram observados no colmo de
capim-gordura. Em colmos maduros, a EPI, 0 ESC, o
XIL, além das células de PAR préximas ao ESC,
permaneceram nac-digeridos. O decréscimo na diges-
t8o do PAR, com a idade do colmo, pode ser atribuido 2
progressiva deposi¢ao de compostos fen6licos na pare-
de destas células (Akin et al., 1984; Akin, 1989).

Estimativas da digestfio baseadas na técnica usa-
da neste trabalho sdo fundamentadas no desapareci-
mento de células ou tecidos. No presente estudo, a
digestdo foi apenas parcial, nio chegando a com-
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906 Degradag3o in vitro de Tecidos da Lamina Foliar e do Colmo de Gramineas Forrageiras Tropicais, em...

Tabela 1 - Espessura da parede de células do esclerénquima de segmentos de colmo de gramineas forrageiras, antes
e apds incubagé@o em liquido ruminal por 46 h e redu¢éo da espessura da parede celular, conforme a idade
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Figura 3 - Diferengas entre as trés espécies quanto a
proporgdo de tecidos (Paciullo et al., 2002)
agrupados de acordo com o potencial de
digestdao em sec¢des transversais da lamina
foliar e do colmo. MES - mesofilo, FLO - floema
e PAR - parénquima (digestiveis), EPI -
epiderme (parcialmente digestivel na lamina
¢ indigestivel no colmo), XIL - xilema, ESC -
esclerénquima, BPF - bainha parenquimatica
dos feixes (indigestiveis).

Figure 3 - Difforences among the three species in relation to
tissue proportion grouped according to their digestion
pofential in transversal sections of leaf blade and
stem. MES — mesophyll, FLO — phioem and PAR -
parenchyma (digestible), EPI — epidermis (partiafity
digestible in leaf blade and indigestible in stem),
XL ~ xylem, ESC - sclerenchyma, BPF —
parenchyma bundle sheath (indigestible).
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baixas proporgdes de tecidos pobremente digeridos
na limina foliar e no colmo, associadas as elevadas
proporgdes de MES e PAR, refletiram em maiores
drea digeridas, mesmo em laminas e colmos em
estadio de desenvolvimento mais avangado. Por ou-
tro lado, as elevadas proporgdes de XIL, BPF e ESC,
em capim-gordura, indicam que esta espécie apre-
senta caracteristicas anatOmicas mais tipicas de
forrageira de valor nutritivo mais baixo. O capim-
braquiaria, embora tenha apresentado proporgio de
tecidos intermedidria as duas outras espécies, mos-
trou mais alta espessura da parede celular, indepen-
dente do estddio de desenvolvimento. Tal caracteris-
tica certamente influiu negativamente na digestio
das se¢des transversais.

Conclusdes

Ascélulas do mesofilo, do parénquimae do floema
foram as dnicas a sofrerem completa digestio in vitro.

Oavango emidade reduziu adigestao do mesofilo,
em capim-braquidria e capim-gordura, € do
parénquima, nas trés espécies.

Apesar da manutengdo da integridade do
esclerénquima do colmo, as células deste tecido
apresentaram variada reducdo na espessura da pare-
de celular, o que evidencia sua parcial digestdo.
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