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Analise Comparativa de Fragmentos Identificaveis de Forrageiras, pela Técnica Micro-
Histological

Maristela de Oliveira Bauer?, José Alberto Gomide3, Eldo Antdnio Monteiro da Silva4, Adair
José Regazzi®, José Franklim Chichorro®

RESUMO - Objetivou-se, com este trabalho, verificar, pela técnica micro-histologica, diferencgas entre espécies forrageiras quanto
ao percentual de fragmentos identificaveis, em funcao do processo digestivo e da épocado ano. Laminas foliares frescas recém-expandidas,
correspondentes a Ultima e a penultima posicédo no perfilho, das espécies Melinis minutiflora Pal. de Beauv (capim-gordura), Hyparrhenia
rufa (Nees) Stapf. (capim-jaragud), Brachiaria decumbens Stapf. (capim-braquiaria), Imperata brasiliensis Trin. (capim-sapé), de
Medicago sativa L. (alfafa) e de Schinus terebenthifolius Raddi (aroeira), amostradas nos periodos chuvoso e seco, foram digeridas in vitro
e preparadas de acordo com atécnicamicro-histoldgica. Observou-se que as espécies apresentaram diferencas marcantes na porcentagem
de fragmentos identificaveis e que a digestdo alterou estas porcentagens em torno de 10 %; que o periodo de amos-tragem nao influenciou
a porcentagem de fragmentos identificaveis para a maioria das espécies; que a presenca de pigmentos e a adesdo da epiderme as células
dos tecidos internos da folha prejudicaram a identificacdo dos fragmentos; e que a digestdo melhorou a visualiza¢do dos fragmentos dos
capins sapé e jaragua e da aroeira, mas prejudicou a do capim-braquiaria e, principalmente, a da alfafa.

Palavras-chave: caracteristicas epidérmicas, digestdo in vitro, reconhecimento de fragmentos

Comparative Analysis of Identifiable Fragments of Forages, by the Microhistological
Technique

ABSTRACT - The objetive of this study was to verify differences among forages species in relation to the percentage of identifiable
fragment as affected by the digestion process and season. Fresh last expanded leaf lamina samples of the species Melinis minutiflora Pal.
de Beauv (Molassesgrass), Hyparrhenia rufa (Nees) Stapf. (Jaraguagrass), Brachiaria decumbens Stapf. (Signalgrass), Imperata
brasilienses Trin. (Sapegrass), and foliar laminas of Medicago sativa L. (Alfalfa) and Schinus terebenthifolius Raddi (Aroeira), sampled
inthe rainy and dry seasons, were digested in vitro and prepared according to the microhistological technique. The digestion process caused
change of 19 units in the percentage of identifiable fragments whose values varied among forage species. The season did not influence the
percentage of identifiable fragments for most species; the presence of pigments and adherence of epidermis to internal tissues of the leaf
hindered the identification of fragments. The digestion improved the identification of sapegrass fragments, jaraguagrass and Schinus
terebenthifolius Raddi, but hindered identification of signalgrass fragments and mainly those of alfalfa.

Key Words: epidermical characteristics, in vitro digestion, recognition of fragments

Introducao

A determinacdo da dieta de animais tem grande
importancia nos estudos ecoldgicos (Duarte et al.,
1992; Bauer et al., 1998; Santos et al., 2002; Mellado
etal., 2003). Os pioneiros datécnica micro-histoldgica
foram Baumgartner & Martin (1939) e mais tarde,
Dusi (1949) adaptou-a para anéalise fecal. No entanto,
as primeiras verificacdes basicas foram realizadas
por Sparks & Malechek (1968).

O reconhecimento de fragmentos de plantas é a
chave para o sucesso da técnica micro-histolégica

(Nogueira et al., 1999; Dacar & Giannoni, 2001;
Bontti & Bdo, 2002; Rosito & Marchezan, 2003).
As folhas sdo compostas de epiderme, mesofilo e
feixes vasculares, mas sdo as caracteristicas
epidérmicas das plantas as utilizadas pela técnica
micro-histologica. Esta técnica utiliza como caracte-
risticas identificaveisapresenca, o tamanho e aforma
dos tricomas, o0s estdbmatos, a forma e a organizacéo
das células epidérmicas propriamente ditas, ainclusao
de cristais, a ocorréncia e posicdo de células
especializadas, como as suberosas, silicosas e o par
silico-suberosas, e a orientacao das nervuras (Davies,
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1959; Storr, 1961; Mandret, 1989). Essas caracteris-
ticas apresentam bases taxondmicas confiaveis para
identificacdo de espécies (Metcalf & Chalk, 1988).

A epiderme vegetal é coberta por um material
ceroso, a cuticula, que, além de proteger a planta
contra danos mecanicos e quimicos, quando destaca-
da da epiderme, pode trazer consigo a impressdo da
estrutura e do arranjo das células epidérmicas, que
auxiliam no reconhecimento das plantas. A cuticula é
formada por cutina e ceras e encontra-se sobre as
paredes periclinais externas. A cutina, um poliéster
tridimensional, é sempre esterificada com &cidos
fendlicos e apresenta intimaassociacdo com a pectina
da parede celular da epiderme, podendo aparecer
embebida de ceras e pectina (Hilmmelsbach, 1993).

Em seu transito pelo trato digestivo do animal, 0s
fragmentos vegetais sofrem digestdo diferenciada
dos tecidos, em decorréncia de suas caracteristicas
anatbmicas e quimicas. Esta tem sido considerada
outra fonte de erro na estimativa da composicao
botanica da dieta, pois o processo digestivo pode
destruir a epiderme de algumas plantas ou provocar
mudancas que a tornam irreconhecivel. Isso depende
dafragilidade da cuticula ou do tempo de retencéo do
alimento no trato digestivo do animal, que pode
afetar a persisténcia desta e, entdo, influenciar o
reconhecimento (Dunnet et al., 1973). Portanto,
pode haver forte correlacdo entre a espessura da
camada cuticular da parede celular da epiderme e a
maior resisténcia de algumas plantas a danos mecéa-
nicos e quimicos (Lees, 1984).

Acredita-se que a relacdo entre o numero de
fragmentos identificaveis e o de ndo-identificaveis
varia entre as espécies de plantas, tornando-se fonte
significativa de erro na estimativa da composicdo
boténica da dieta de animais. O objetivo neste trabalho
foi verificar, pelatécnicamicro-histoldgica, diferencas
entre espécies forrageiras quanto ao percentual de
fragmentos identificaveis, em funcdo do processo
digestivo e da época do ano.

Material e Métodos

Amostras de Iaminas foliares frescas recém-ex-
pandidas, correspondentes a Ultima e a penultima
posicao no perfilho, das espécies Melinis minutiflora
Pal. de Beauv (capim gordura), Hyparrhenia rufa
(Nees) Stapf. (capim jaragud), Brachiariadecumbens
Stapf. (capim-braquiaria) e Imperata brasiliensis
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Trin. (capim-sapé), e laminas foliares de Medicago
sativa L. (alfafa) e Schinus terebenthifolius Raddi
(aroeira), foram coletadas em seus canteiros na
Agrostologia, area pertecente ao Departamento de
Zootecniada Universidade Federal de Vicosa, durante
0s periodos chuvoso e seco e embaladas individual-
mente em sacolas plasticas. Aquelas relativas ao
periodo chuvoso foram imediatamente processadas,
enquanto as do periodo seco, por disponibilidade de
tempo, foram congeladas com nitrogénio liquido e
conservadas em congelador a -80°C. O descongela-
mento do material ocorreu de forma gradual, sendo
repassado para um congelador doméstico a -20°C,
por duas semanas, em seguida para geladeira e, por
fim, foi mantido em temperatura ambiente, para que
pudesse ser processado. O material submetido ao
congela-mento somente foi utilizado depois de confir-
mada sua integridade.

As laminas foliares de cada espécie foram corta-
das na por¢cdo mediana em segmentos de 2 a 4 mm de
comprimento, para compor umaamostra de aproxima-
damente 0,3 g, com trés repeticdes. A incubacdo do
material seguiu a metodologia descrita por Tilley &
Terry (1963), com um estégio de digestdo. Entretanto,
ostempos de digestdo utilizados foram 0, 48 e 72 horas.

Apobs cada tempo de digestdo, o material foi
liquidificado por um minuto, lavado e coado em peneira
tipo ABNT 140, abertura 0,105 e “Tyler” 150 (Scott &
Dahl, 1980; Duarte et al., 1992). Em seguida, foi
colocado emsubstancia clareadora hipoclorito de sédio
5% (4gua sanitaria doméstica), na qual permaneceu
pelo tempo necessario para o clareamento do material.
Apo6s a lavagem, fez-se a montagem das laminas
microscopicas, adicionando-se pequenapor¢ao do ma-
terial sobre a lamina contendo glicerina 50%. Para
vedacao, utilizou-se esmalte incolor, sendo confeccio-
nadas trés laminas microscépicas para cada repeticao.

Para se anotar o numero total de fragmentos presen-
tes em cada campo e o numero de fragmentos
identificaveis, em cada ldmina microscé-pica foram
analisados 20 campos de observacdo, com aumento de
100 vezes, em um microscopio binocular. Foram consi-
derados fragmentos identificaveis aqueles que apresen-
tavam pelo menos trés caracteristicas de identificacdo
da espécie, como tricomas, formato das células
epidérmicas propriamente ditas e estbmatos.

A porcentagem de fragmentos identificaveis foi
dada pela relagdo entre o numero de fragmentos
identificados e o numero total de fragmentos.
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Os fragmentos identificaveis ou ndo-identificaveis
de cada espécie foram fotomicrografados em um
fotomicroscopio OLYMPUS AX70, utilizando-se fil-
mes coloridos e preto e branco TMAX ISO 100.

A andlise estatistica dos dados correspondentes
ao reconhecimento dos fragmentos foi realizada por
meio da anélise de variéncia, utilizando-se o Sistema
de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG), desen-
volvido na Universidade Federal de Vigcosa. O deline-
amento adotado foi o inteiramente casualizado, com
trés repeti¢des, com os tratamentos no esquema
fatorial, utilizando-se 0 seguinte modelo estatistico:

EPTijk + €iji

comi=12,..5j=12;k=12¢e3;1=12¢e3

em que Yj;,, = observacéo referente a avaliacéo I, da
espécie i, no periodo j, no tempo k; u = média geral;
E, = efeito da especie i; P;= efeito do periodo de coleta j;
T, = efeito do tempo de fermentacéo k; EP;; = efeito
da interacdo espécie x periodo; ET; = efeito da
interacdo espécie X tempo; PTj = efeito da interagéo
periodo x tempo; EPTijkz efeito da interacdo espé-
cie x periodo x tempo; e € = erro aleatorio associ-
ado a observacéao Yj;,, suposto normal e independen-
temente distribuido com média 0 e variancia 2.

N&o foi incluida na andlise a espécie Medicago
sativa L., porque esta apresentou valores extremamente
baixos, tendendo a 0 nos tempos de 48 e 72 horas.

Foi admitido o modelo fixo, isto €, somente o erro
€ jjii como aleatorio. Para o estudo do fator quantita-
tivo (tempo), utilizou-se a técnica dos polindbmios
ortogonais, avaliando-se os efeitos linear e quadratico.

Resultados e Discussao

A alfafa ndo foi incluida na analise estatistica, em
virtude da digestdo massiva dos fragmentos
epidérmicos apds 48 e 72 horas de digestdo. Conside-
rou-se que a porcentagem de fragmentos identifica-
dos apos esses tempos de digestdo foi menor que
10%, enquanto, no tempo 0, a porcentagem média foi
de 79,8% (Figura 1).

Foi observada interacdo (P<0,01) entre espécie e
periodo (Tabela 1). O capim-jaragua foi a Unica
espécie que sofreu influéncia significativa (P<0,01)
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dos periodos e a porcentagem de seus fragmentos
identificados foi maior no periodo chuvoso.

As diferencas (P<0,01) entre as espécies nas
porcentagens variaram de periodo para periodo
(Tabela 1). O capim-braquiaria e a aroeira foram as
espécies com maior porcentagem de fragmentos
identificaveis, independentemente do periodo de
amostragem. Os menores valores de fragmentos
identificaveis corresponderam ao capim-gordura e ao
capim-sapé. Em virtude da redu¢do no percentual de
fragmentos identificaveis do capim jaraguano periodo
seco, ndo se observou diferenca estatistica entre as
porcentagens de fragmentos dessas espécies.

Na Tabela 2 e nas Figuras 1 e 2, estdo represen-
tados os estudos sobre a interagdo espécie e tempo de
digestao.

O capim-gordura foi a Unica espécie que ndo
sofreu influéncia do tempo de digestdo (Tabela 2),
emboratenhahavido tendéncia de reducdo na porcen-

Tabela 1 - Porcentagem média de fragmentos identifica-
dos, segundo as espécies e os periodos chu-
VOSO e seco

Table 1 - Means of identifiable fragment percentage,
according to the species and the rainy and dry
seasons

Espécie Periodo chuvoso Periodo seco

Specie Rainy season Dry season

%

Capim-gordura 30,1Ac 36,6Ab

Molassesgrass

Capim-sapé 25,5Ac 30,2Ab

Sapegrass

Capim-jaragua 44, 7Ab 35,5Bb

Jaraguagrass

Capim-braquiaria 56,8Aa 53,0Aa

Signalgrass

Alfafa A U

Alfalfa

Aroeira 61,7Aa 58,3Aa

Aroeira

Valores médios, para a mesma espécie, seguidos de letras
mailsculas diferentes sdo diferentes pelo teste F (P>0,01).
Valores médios das espécies, dentro de cada periodo, seguidos
de letras minUsculas diferentes sdo diferentes (P>0,01) pelo
teste Tukey.

1 N&o incluido na anélise estatistica.

Mean values for the same specie followed by different capital letter differ
(P>0.01) by F test.

Mean values of the species, wthin each season, followed by different small
letters differ (P>0.01) by Tukey test.

1 Not included in the statistical analysis.



1844 BAUER et al.

Capim-gordura
Molassesgrass

% de fragmentos
Fragments %

0 48 72

Tempo de digestao (horas)
Digestion time (h)

Capim-jaragua
Molassesgrass

50 42,1 46,2
40
30
20

% de fragmentos
Fragments %

0 48 72

Tempo de digestao (horas)
Digestion time (h)

Aroeira

80 64,8 63,4
60 514

40
20

% de fragmentos
Fragments %

0 48 72

Tempo de digestdo (horas)
Digestion time (h)

Capim-sapé
Sapegrass

40 +
a 35 - 30,0 328
€ e 30
O ° /
EZQ 251 206 _—
23 20
S E
=5 15
Lx 10+
g

0 48 72

Tempo de digestao (horas)
Digestion time (h)

Capim-braquiaria
Molassesgrass

8 80 65,0
§% e 385 475
E ¢
g
o€
gL
B 0
0 48 72
Tempo de digestao (horas)
Digestion time (h)
Alfafa
8 100, 798
55
E ¢
T g 0
=3 <10 <10
O
o uw 0
R
0 48 72

Tempo de digestao (horas)
Digestion time (h)

Figura 1 - Porcentagem média de fragmentos identificados nos tempos de digestdo 0, 48 e 72 horas, para diferentes

espécies.

Figure 1 - Means of identifiable fragments percentage at digestion times 0, 48 and 72 hours for different species.

tagem de fragmentos identificados, em torno de 6,6%
(Figural). Ainfluénciado tempo de digestdo sobre as
demais espécies seguiu um padrao linear (Tabela 2),
sugerindo melhoria de, aproximadamente, 10% na
visualizacdo das epidermes dos capins sapé e jaragué
e da aroeira em razdo da digestdo do material. No
caso do capim-braquidria, o efeito foi inverso, pois
houve reducdo de 18%.

Para cada tempo de digestdo, o percentual de
fragmentos identificados diferiu entre as espécies
(P<0,01) pelo teste Tukey a 1% (Figura 2). O compor-
tamento na identificacdo das espécies foi 0 mesmo
apos48e 72 horas de digestdo, tendo aaroeira o maior
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percentual; os capins braquiaria e jaragua, valores
intermediérios; e os capins gordura e sapé, valores
inferiores. Entretanto, no tempo 0, o percentual do
capim-braquiaria foi o mais alto, enquanto o menor foi
do capim-sapé.

As Figuras 3 a 6 ilustram alguns campos micros-
copicos contendo fragmentos epidérmicos utilizados
na determinacdo das porcentagens de fragmentos
identificaveis e na observagdo do efeito da digestdo
sobre os fragmentos das espécies. Os fragmentos
indicados como ndo-identificaveis sdo aqueles forma-
dos por feixes vasculares isolados e/ou por porc¢des da
epiderme que tiveram sua visualizacdo prejudicada



Anélise Comparativa de Fragmentos |dentificaveis de Forrageiras, pela Técnica Micro-Histol6gica 1845

Tabela 2 - Estudo do efeito do fator tempo sobre o percentual de fragmentos identificaveis de cada espécie, por meio

de polinbmios ortogonais

Table 2 -  Effect of the factor time on the identifiable fragments percentage of each species, by polynomials ortogonais methods
Fonte de variagédo gl Quadrado médio
Source of variation df Mean square
Tempo/Gordura (Time/Molassesgrass) (2)

Efeito linear (Linear effect) 1 155,5002"8
Efeito quadratico (Quadractic effect) 1 23,6714
Tempo/Sapé (Time/Sapegrass) (2)

Efeito linear (Linear effect) 1 478,8864 *
Efeito quadratico (Quadractic effect) 1 6,5822 NS
Tempo/Jaragué (Time/Jaraguagrass) (2)

Efeito linear (Linear effect) 1 714,7812*
Efeito quadratico (Quadractic effect) 1 7,6206 "8
Tempo/Braquiaria (Time/Signalgrass) (2)

Efeito linear (Linear effect) 1 973,7694 *
Efeito quadratico (Quadractic effect) 1 4,8984Ns
Tempo/Aroeira (Time/Aroeira) (2)

Efeito linear (Linear effect) 1 549,7134*
Efeito quadratico (Quadractic effect) 1 128,5896 "
Residuo (Error) 60 42,7049

* Efeito significativo (P<0,01), pelo teste F.

* Significant difference (P<0.01), by F test.

ns - Efeito ndo-significativo (P>0,01), pelo teste F.
ns - Not significant difference (P<0.01), by F test.

pelas células de tecidos adjacentes, como o mesofilo,
ou destruidas pela digestao.

Na Figura 4, pode-se observar a diferenga entre
um fragmento identificavel de capim-gordura e um
ndo-identificavel provocado pelo processo digestivo.
Mesmo apds 72 horas de digestéo, foi possivel encon-
trar, para esta espécie, varios fragmentos que manti-
veram suas caracteristicas originais.

Apesar de ser um fragmento identificavel de
capim-sapé (Figura 5), este apresenta uma regido de
ndo-identificacdo, em razdo da presencade tecidos na
camada inferior da epiderme e, nesse caso, essa
regido ndo prejudicou sua identificacao.

A semelhanca nas porcentagens de fragmentos
identificaveis sugere que cada espécie seja tao
identificdvel quanto outra e que a composicdo
percentual final de uma dieta estimada refletird com
acuracia a participacao de cada espécie (Havstad &
Donart, 1978).

A menor porcentagem de fragmentos identifica-
dos do capim-jaragué no periodo seco, decorreria do
estadio senescente em gue se encontrava o material.
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Apesar de serem as Ultimas e penaltimas laminas
recém-expandidas, as amostras desta espécie
coletadas neste periodo apresentavam inevitavelmente
uma coloracdo amarelada ou amarronzada, ao contra-
rio das amostradas no periodo chuvoso, que exibiam
um verde vi¢oso. Por outro lado, as demais espécies,
em abos os periodos, aparentemente eram semelhantes.

A cutinizacdo progressiva, com 0 avango do esta-
dio de desenvolvimento, favorece a resisténcia da
epiderme a danos mecéanicos e quimicos (Wilson,
1976; Yagueddu et al., 1998), refletindo no reconhe-
cimento dos fragmentos. No entanto, o avanco do
estadio de desenvolvimento pode aumentar a resis-
ténciadostecidos adjacentes aepiderme, dificultando
sua separagéo.

Observou-se que apresencade células do mesofilo
adjacente prejudicou avisualizacdo daepiderme, pois
a formacdo de um bloco de células, na maioria das
vezes pigmentado, impediu a passagem da luz micros-
copica, caracterizando o fragmento como nao-
identificavel. O isolamento dos feixes vasculares,
com ou sem a epiderme aderida, foi outro fator que
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Figura 2 - Comparagdo das porcentagens médias de fragmentos identificados das espécies capim-gordura, capim-
sapé, capim-jaragud, capim-bra-quiaria, aroeira e alfafa, pelo teste Tukey a 1% de probabilidade, nos tempos

de digestdo 0, 48 e 72 horas.

Figure 2 - Comparison of the means of identifiable fragments percentage of molassesgrass, sapegrass, jaraguagrass, signalgrass,
aroeira and alfalfa, by Tukey test, in the digestion times 0, 48 and 72 hours.

contribuiu para reducéo da porcentagem de fragmen-
tos identificados.

As razdes pelas quais a aroeira e 0s capins
braquidria e jaraguad apresentaram valores médios
superiores aos dos capins gordura e sapé podem ser
atribuidas ao desprendimento de suas epidermes do
restante da lamina foliar ou ao fato de as epidermes
adaxiais dos capins gordura e sapé ndo terem con-
tribuido para o seu reconhecimento. Para a identifica-
cao de uma espécie a contento, foi necessario que 0s
fragmentos epidérmicos contivessem pelo menos trés
caracteristicas confiaveis. Apds o preparo das laminas
microscopicas, ndo se constatou, na maioria das vezes,
a presenca das epidermes adaxiais dos capins gordura
e sapé, possivelmente porque elas ndo apresentavam o
minimo de informacdes para sua identificacao.

Bauer (2000), ao caracterizar as epider-mes des-
sas espécies, verificou que, na epiderme adaxial dos
capins gordura e sapé, as células buliformes ocupam a
maior parte do espaco entre as nervuras (regido inter-
costal) e que os estdmatos se encontram muito proxi-
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mos destas células ou da nervura. Assim, apds a
fragmentacdo, as celulas bulifor-mes e os feixes
vasculares podem ter constituido um amontoado de
células que bloqueava a passagem da luz microscopica.
Os estdbmatos podem ter ficado atrelados aos feixes
vasculares ou terem se fixado as células buliformes, de
forma a impedir sua visualizagéo.

As epidermes adaxial e abaxial do capim-sapé
apresentam-se presas aos feixes vasculares grandes
e pequenos por estruturas de viga (feixes
esclerenqui-maticos) bastante desenvolvidas. Segun-
do Bauer (2000), esta espécie foi a que apresentou
maior porcentagem de esclerénquima (6%). Portanto,
durante o preparo, a ruptura da epiderme tende a
ocorrer na regido entre os feixes vasculares de forma
que esta se mantenha aderida a eles.

Com relagdo aos pélos, que é uma outra caracteris-
tica que poderia auxiliar na identificacdo dessas espé-
cies, observou-se um desprendimento dos pélos maio-
res, resultante do processo de liquidificagdo. Ao se
soltarem, eles rasgavam a epiderme, provocando sua
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Figuras 3 - Campos microscoépios contendo fragmentos epidérmicos de Melinis minutiflora apds 48 horas de digestao

in vitro. Seta - Fragmentos ndo-identificaveis, devido a digestdo. Escala em micrometros (um).

Figure 3 - Epidermical fragments of Melinis minutiflora after 48 hours hours im vitro digestion time. Arrow - no identifiable fragmnets,

due to digestion. Micromenters scale (um).

Figura 4- Campos microscopios contendo fragmentos epidérmicos de Melinis minutiflora apés 72 horas de digestéo

in vitro. Seta - Fragmentos ndo-identificaveis, devido a digestdo. Escala em micrometros (um).
Figure 4 - Epidermical fragments of Melinis minutiflora after 72 hours hours im vitro digestion time. Arrow - no identifiable

fragmnets, due to digestion. Micromenters scale (um).

Figura 5 - Campos microscopios contendo fragmentos epidérmicos de Imperata brasiliensis apés 48 horas de digestao

in vitro. Escala em micrometros (um).

Figure 5 - Epidermical fragments of Melinis minutiflora after 48 hours hours im vitro digestion time. Micromenters scale (um).
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Figura 6- Campos microscopios contendo fragmentos epidérmicos de Imperata brasiliensis apés 72 horas de digestao

in vitro. Escala em micrometros (um).

Figure 6 - Epidermical fragments of Melinis minutiflora after 72 hours hours im vitro digestion time. Micromenters scale

(um).

descaracterizacdo e, ao seremisolados, ndo auxiliavam
na identificacdo. Isto foi observado principalmente
com as células epidérmicas propriamente ditas do
capim-gordura, que se apresentou com paredes delga-
das a base dos pélos com inser¢cdo volumosa.

As epidermes adaxiais dos capins braquiaria e
Jaragud, da aroeira e da alfafa seguiram o mesmo
padrdo de desprendimento das epidermes abaxiais, ou
seja, elas se soltavam por inteiro, formando fragmen-
tos grandes e contendo as caracteristicas marcantes
que garantiram sua identificacdo.

Ascélulas buliformes do capim-jaragué apresentam
caracteristicas tdo peculiares que permitiram
confiabilidade naidentificacao daepiderme adaxial des-
ta espécie mesmo gquando o fragmento nao apresentava
0 nimero minimo de caracteristicas necessarias.

Um problema béasico desta técnica é a presenca
de pigmentos, que tornam a identificacdo do material
epidérmico mais dificil; dai a importancia de utilizar
técnicas apropriadas de preparo das amostras
(Holechek, 1982). O clareamento do material aumenta
onumero de fragmentos identificaveis (Willians, 1969),
entretanto, dependendo da solucdo utilizada, pode
ocorrer destruicdo dos mesmos.

Para a realizacdo deste trabalho, optou-se por
utilizar hipoclorito de sddio, que ndo prejudicou a
integridade dos fragmentos. Caso contrario, os frag-
mentos de alfafa, que sdo frageis, teriam apresenta-
do deformacdes no tempo de digestdo 0. Segundo
Smith & Shandruk (1979), o preparo do material é de
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grande importancia para se obter sucesso na identifi-
cacdo dos fragmentos, considerando-se a manuten-
cdo daintegridade do material. Em parte, confirma-se
esta afirmativa, mas, nesse caso, a identificacdo dos
fragmentos dos capins sapé e jaragua e da aroeira
poderia ter sido mais eficiente caso fosse utilizada
uma solugdo que diminuisse ainda mais a pigmenta-
¢do, uma vez que seus fragmentos mantiveram-se
integros.

As epidermes dos capins sapé e jaragua e da
aroeira foram melhores visualizadas quando houve
reducdo na pigmentacao dos fragmentos. O material
que foi submetido a digestdo, ao ser mergulhado em
hipoclorito de sodio, clareou mais rapidamente que
aquele tomado do tempo 0. E provavel que a reducéo
parcial ou completada parede celular, peladigestdo dos
tecidos vegetais, favoreca a exposicdo destes tecidos,
facilitando a penetracdo dasolucdo e o desprendimento
daepiderme nomomento daliquidificacdo do material.

Pelo fato de essas espécies apresentarem
epidermes com células de parede espessas, a digestao
ndo afetou sua integridade, favorecendo o aumento na
porcentagem de fragmentos identificaveis. No entanto,
as epidermes dos capins gordura e braquiaria e da
alfafa sofreram digestao de suas células, que tornou
alguns fragmentos irreconheciveis. Os fragmentos de
cuticula dessas espécies ndo apresentavam as im-
pressdes das células epidérmicas. De modo geral,
apenas os micropélos, os pélos bicelulares e as células
silicosas das epidermes das duas gramineas permane-
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ciam intactos, pois 0s pélos maiores se destacaram da
epiderme, independentemente do tempo de diges-
tdo. Os pélos da alfafa permaneceram atrelados a
cuticula mesmo apéds a digestdo, mas ndo foram
utilizados como referéncia.

A porcentagem de fragmentos da aroeira no
tempo de digestdo 0 s6 ndo foi igual ou superior as
do capim-braquiaria (Figura 2) porque a epiderme
dos fragmentos da graminea apresentava-se nitida,
enquanto os fragmentos da aroeira apresentavam-se
com tecidos aderidos e pigmentados. Com a diges-
tdo, os fragmentos do capim-braquiéaria perderam a
nitidez e os da aroeira se despigmentaram, produ-
zindo valores percentuais inferiores aos da aroeira.
A melhoria na visualizacdo dos fragmentos dos
capins sapé e jaragua com a digestdo também foi
arazdo daequivaléncia dos valores destas espécies
com os dos capins gordura e braquidria, respectiva-
mente.

Basicamente, foram observados dois comporta-
mentos para as diferencas entre as espécies, um antes
da digestdo, que esté relacionado a adesdo das células
de tecidos adjacentes e a pigmentacado e outro apés a
digestdo, que tem relacdo com a reducdo ou 0 aumen-
to da nitidez da epiderme. Esses fatos estdo bastante
relacionados & resisténcia dos tecidos internos da
Iamina foliar ao processo de digestao.

Segundo alguns autores, 0 processo digestivo pode
reduzir o peso médio dos fragmentos muito mais que
destrui-lototalmente (Hansenetal., 1973; Todd & Hansen,
1973), sugerindo que adigestdo teria poucos efeitos sobre
0 reconhecimento destes (Dearden et al., 1975).

Dependendo da espécie, alguns fragmentos se
encontravam presentes apds a digestdo, embora
desfigurados. Os fragmentos de alfafa, por exemplo,
no tempo de digestdo 0, ndo sofreram distorcdes,
sugerindo que o preparo do material ndo alterou sua
integridade, mas o processo digestivo teve influén-
cia, repercutindo significativamente sobre o reco-
nhecimento dos fragmentos. Free et al. (1970) suge-
riram haver relacdo entre o reconhecimento dos
fragmentos e a indigestibilidade da epiderme.

Conforme Johnson & Wofford (1983), adigestao
altera o reconhecimento dos fragmentos de algumas
plantas, mas seu impacto sobre a estimativa da
composicdo botanica raramente causa alteracdes
significativas, pois umamudanca no reconhecimento
de 10% alteraria em apenas 1% a estimativa da
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proporcdo da planta que compde 10% de uma dieta
real. Caso a espécie participasse com 50% da dieta,
esse erro seria de 5%.

As considerac@es sobre a existéncia da digestdo
diferencial da epiderme de diferentes plantas sdo
validas e estdo relacionadas a distribuicdo da cutina.
A cuticula se estende para baixo entre as células e as
circundam completamente em células de plantas resis-
tentes, porém, em plantas frageis, como alfafa, a cuticula
cobre apenas a parede externa da epiderme (Storr,
1961). A espessura da cuticula varia de espécie para
espécie e algumas resistem adigestdo, mas aquelas que
cobrem tecidos da folha em crescimento ativo sdo finas
e podem ndo resistir, restando apenas as de tecidos
maduros (Croker, 1959). Assim, as células epidérmicas
de tecidos jovens ou de plantas anuais podem ser
corroidas pela acdo mecéanica ou quimica, tornando o
fragmento irreconhecivel. A persisténcia da cuticula
depende da idade da folha e de sua localizagdo na
planta, pois estas variaveis influenciam sua espessura
(Dunnet et al., 1973).

De acordo com Volth & Black (1973), as folhas
com a epiderme lisa sdo mais faceis de serem
reconhecidas e sua estimativa tende a aumentar,
enquanto as epidermes de folhas glabras e
pubescentes podem ter sua participacdo reduzida,
por ndo apresentarem a epiderme em perfeito esta-
do, ap6s adigestdo. Portanto, dependendo da partici-
pacdo das espécies na dieta de um herbivoro, tanto
a digestdo quanto as técnicas de preparo das laminas
microscopicas podem influenciar a determinacgéo
da composicdo botanica da mesma.

Conclusdes

As espécies apresentaram diferengas quanto as
porcentagens de fragmentos identificaveis e a diges-
tdo alterou em torno de 10% estas porcentagens.

O periodo de amostragem nao influenciou a por-
centagem de fragmentos identificaveis das espécies.

A presenca de pigmentos e a adesdo da epiderme
as células dos tecidos internos da lamina foliar preju-
dicaram a identificacdo dos fragmentos.

O capim-gordura foi a Unica espécie cuja identifi-
cacdo nao se alterou com o processo digestivo.

Adigestdo melhorou avisualiza¢do dos fragmentos
dos capins sapé e jaragua e da aroeira, mas prejudicou
a do capim-braquiéaria e, principalmente, a da alfafa.
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