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Analise Micro-Histoléogica da Composicao Botanica de Misturas Preestabelecidas,
Submetidas ao Processo de Digestio In Vitro!
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RESUMO - A composi¢ao botanica de misturas preestabelecidas de seis espécies forrageiras foi estimada apos diferentes tempos
de digestao in vitro e comparadas com a composicao real. Trés misturas de seis espécies, com participagdes conhecidas, foram constituidas
nos periodos chuvoso e seco e examinadas pela técnica micro-histolégica. O periodo de amostragem interferiu na estimativa de apenas
uma das misturas. Apesar das diferengas estatisticas entre a composigao real das misturas e suas estimativas, nos periodos, seus indices
de similaridade foram superiores a 85%. O tempo de digestdo influenciou nas estima-tivas das misturas, dependendo da porcentagem de
participacdo das espécies. As estimativas foram idénticas para as trés misturas apds 48 e 72 horas de digestdo. A digestdo das amostras
pode melhorar ou piorar as estimativas, dependendo da porcentagem de participacdo e da resisténcia das espécies. O processo digestivo
ndo deve ser considerado como tinico fator de variagdo quando se utiliza esta técnica, que pode ser considerada robusta, uma vez que os

indices de similaridade entre os periodos, o tempo de digestdo e a composicao real foram superiores a 75%.
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Microhistological Analysis of the Botanical Composition of Pre-Established Mixtures,
Submitted to the In Vitro Digestion Process

ABSTRACT - The botanical composition of pre-established mixtures of six forages species was estimated after in vitro digestion
times and compared with the real composition. Three mixtures of six species of known participations were made up in the rainy and dry
seasons and estimated through the microhistological technique. The sampling season interfered with the estimates of only one of the
mixtures. In spite of the statistical differences between the real composition of the mixtures and their estimates, the similarity indices
for the periods were superior to 85%. The digestion time influenced mixtures estimates, according to the percentage of the species
participation. The three mixtures estimates were identical after 48 and 72 hours of digestion. The digestion of the samples either improved
or worsened the estimates, according to the percentage of participation and to species resistance. The digestion process must not be
considered as the only factor of variation when this technique is utilized, since the similarity indices between the periods, the digestion
time and the real composition were superior to 75%.
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Introducao

A analise histologica de fragmentos de plantas em
amostras de contetido estomacal foi descrita por
Baumgartner & Martin (1939), os pioneiros nessa
técnica de determinagdo do habito alimentar de ani-
mais herbivoros. Mais tarde, Dusi (1949) adaptou
essa técnica para analise fecal. No entanto, as primei-
ras verificagdes basicas foram realizadas por Sparks
& Malechek (1968).

Com a preocupacdo basica de verificar a acuracia
da estimativa da composi¢ao em peso de uma mistura
de gramineas e ervas, Sparks & Malechek (1968)

verificaram que a porcentagem em peso poderia ser
predita pela densidade relativa e que a técnica para
aquela situagdo era acurada. O preparo das amostras
envolveu secagem, moagem e peneiramento, para
reduzir todos os fragmentos a um mesmo tamanho.
Dessas amostras, foram montadas laminas, obser-
vando-se 20 campos microscopicos ¢ anotados os
fragmentos epidérmicos presentes em cada campo.
Assim, foi calculada a porcentagem de freqliéncia de
cada espécie e convertida, pela tabela de Fracker &
Brischle (1944), para densidade relativa. Considerou-
se cada campo microscopico como uma unidade de
amostragem e que os microfragmentos das plantas
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estavam distribuidos ao acaso, todos apresentando o
mesmo tamanho e a mesma densidade.

Matematicamente, Johnson (1982) provou ser acei-
tavel a conversao da freqliéncia em densidade relativa
para estimar a composi¢do em peso. Entretanto,
Holechek & Gross (1982b) consideraram desnecessa-
ria essa conversao, pois ela aumenta a demanda de
tempo e pode resultar em perdas de exatidao.

Apesar de os autores pioneiros terem encontrado
relagdo de 1:1 entre a composicao real ¢ a estimada,
¢ possivel encontrar na literatura resultados contradi-
torios. Em geral, alguns componentes sdo subestima-
dos em relacdo aos outros.

Westoby et al. (1978) listaram uma série de erros
que podem ser cometidos quando se utiliza a técnica
micro-histologica, como: uma espécie pode render
particulas de tamanhos diferentes; uma espécie, quan-
do sujeita a digestdo, pode apresentar proporgdes
diferentes; as espécies podem conter diferentes pro-
porcdes de fragmentos identificaveis; por exemplo, na
identificagdo de gramineas, apenas a epiderme ¢
utilizada, enquanto, nas demais categorias, o padrao
das nervuras pode auxiliar; a facilidade de identifica-
¢do pode variar entre os materiais identificaveis; o
material pode seridentificado erroneamente; o analista
pode adquirir o habito de procurar a espécie no campo
microscopico e, com isso, superestima-la; o fato de
ndo se saber a qual espécie pertence o material
identificavel, tornando-o, assim, ndo-identificavel; e
se uma espécie estiver sujeita a subestimativa, as
demais serdo superes-timadas e vice-versa. Dessa
forma, a técnica micro-histoldgica estd sujeita a uma
série de consideragdes, ¢ a aceitagdo dessas conside-
ragdes ¢ importante para sua utilizacao.

A proporgcao de fragmentos epidérmicos
identificaveis, por exemplo, pode ser afetada pelas
técnicas de preparo das amostras (Antony & Smith,
1974; Holechek, 1982). O uso de substancias
clareadoras (Williams, 1969; Hinnant & Kothmann,
1988) e de solugdes de hidroxido de sédio (Vavra &
Holechek, 1980) melhora a visualiza¢cdo do fragmen-
to, por remover os pigmentos. Todavia, os fragmentos
de algumas espécies podem ser destruidos por essas
substancias (Holechek, 1982). Sem duvida, o proble-
ma da fragmentacgao diferenciada pode ser resolvido
com o peneiramento das amostras durante o preparo
das laminas microscopicas (Hansen et al., 1973).

Considerando o tempo gasto para o preparo das
laminas microscopicas e para identificagao dos frag-
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mentos epidérmicos, Holechek & Vavra (1981) de-
terminaram que cinco laminas microscopicas por
amostra e 20 campos de observagdo por lamina seri-
am suficientes para estimar com exatiddo as espécies
que participam com 20% ou mais, em peso na dieta.
Para as espécies com menor participagdo, ha neces-
sidade de numero muito maior de laminas.

Holechek et al. (1982a) ndo observaram efeito
das técnicas de preparo das amostras na determina-
cdo da composicao botanica, mas verificaram varia-
¢do nas estimativas entre os observadores. A neces-
sidade de um treinamento sistematico dos observado-
res foi realcada por Holechek & Gross (1982a), pois
a estes estdo associadas as maiores fontes de erros
(Gross et al., 1983; Alipayo et al., 1992). Deve-se
destacar também que o peso por unidade de area da
epiderme pode variar entre e dentro das espécies, ou
seja, em grande parte, esses erros se devem as
diferencas na relacdo entre a freqiiéncia dos frag-
mentos epidérmicos e abiomassadaplanta (Gill etal.,
1983; Bartolome et al., 1995). Uma mesma planta
pode apresentar relacdo peso/area diferente, seja
pela posi¢ao da folha na planta seja pela estacdo do
ano, de acordo com o estadio de maturidade.

Em estudos envolvendo digestao, os fragmentos
frageis e suculentos podem ser excessivamente dige-
ridos e, conseqiientemente, subestimados. Assim, es-
pécies de plantas com parede celular e cuticula mais
espessas sdo mais resistentes (Free et al., 1970;
Slater & Jones, 1971; Voth & Black, 1973; Samuel &
Howard, 1983). No entanto, Mukhtar & Hansen (1983)
ndo verificaram diferencas entre as fracdes fibrosas
das plantas e as estimativas; logo, rejeitaram a hipo-
tese de que plantas com baixa porcentagem de parede
celular sejam sempre subestimadas pela técnica micro-
histologica. Segundo Duarte et al. (1992), as espécies
podem apresentar diferentes graus de dificuldades
para identificacdo e essas dificuldades ocorrem por
causa de suas caracteristicas epidérmicas ¢ do pro-
cesso que melhor preserve a integridade da epiderme.

Alguns autores sugerem o uso de fatores de
correcdo para evitar as possiveis diferencas geradas
ndo apenas pelo processo digestivo, mas também pela
relacdo peso/area. Esta sugestdo nao tem unanimidade,
pois, quando se inclui uma ou mais espécies na dieta
ou ocorrem mudancas em suas propor¢des, pode
haver alteragao na digestao individual das espécies. A
digestibilidade de partes da planta ou das espécies
muda constantemente com o avango fenoldgico da
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planta. Portanto, os fatores de corre¢ao podem provo-
car erros significativos (Leslie Jr. et al., 1983). Além
disso, Holechek & Valdez (1985) ndo recomendam que
os dados de ensaios com digestdo sejam utilizados
como correcao para digestao diferencial, porque os
métodos de avaliagdo da digestibilidade apresen-
tam limitagdes e ndo devem ser extrapolados, uma
vez que existe a necessidade de se obté-los para
todas as espécies de uma area especifica de estudo e
estacao do ano.

Em estudo de composi¢ao botanica, Stroup &
Stubbendieck (1983) recomendaram o uso de técni-
cas multivariadas, tendo em vista a alta correlacdo
entre os percentuais das espécies.

Em decorréncia da série de fatores que influenciam
a determinagao da composi¢ao botanica pela técnica
micro-histologica, teve-se como objetivo, nesse trabalho,
verificar se os tempos de digestdo in vitro de amos-
tras colhidas nos periodos chuvoso ¢ seco, alteram a
estimativa da participacdo das espécies de misturas
compostas manualmente.

Material e Métodos

Amostras de laminas foliares frescas recém-ex-
pandidas, correspondentes a tilltima e pentltima posi-
¢do no perfilho das espécies Melinis minutiflora Pal.
de Beauv, Hyparrhenia rufa (Nees) Stapf.,
Brachiaria decumbens Stapf. e Imperata
brasiliensis Trin., e folhas de Medicago sativa L. e
Schinus terebentifolius Raddi foram coletadas em
seus respectivos canteiros na Agrostologia, area per-
tencente ao Departamento de Zootecnia da Universi-
dade Federal de Vigosa, durante os periodos chuvoso
e seco, e embaladas individualmente em sacolas plas-
ticas. Aquelas relativas ao periodo das aguas foram
imediatamente processadas, enquanto as amostras do
periodo seco foram congeladas com nitrogénio liquido
e conservadas em congelador a -80°C. O desconge-
lamento deste material ocorreu de forma gradual,
pois repassou-se o material para um congelador do-
méstico a -20°C, por duas semanas, em seguida, para
geladeira e, finalmente, foi mantido em temperatura
ambiente, antes de ser processado.

Para avaliar a influéncia do grau de digestdo na
determinagao da composi¢ao de misturas compostas
manualmente, as laminas foliares de cada espécie
foram cortadas individualmente em segmentos de 2 a
4 mm de comprimento, na por¢do mediana da lamina
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foliar, pesadas e misturadas. Cada mistura envolvia
todas as seis espécies em proporgdes preestabelecidas,
conforme Tabela 1.

As misturas foram submetidas a digestao in vitro,
segundo metodologia descrita por Tilley & Terry
(1963), com um estadio de digestdo. Entretanto, os
tempos de digestao utilizados foram 0, 48 e 72 horas.
Para cada tempo de digestao, utilizaram-se trés repe-
ticoes contendo 1 grama de material.

Ao final da digestao, o material foi liquidificado,
porum minuto, lavado e coado em peneiratipo ABNT
140, abertura 0,105 e “Tyler” 150 (Scott & Dahl, 1980;
Duarte et al., 1992). Em seguida, foi submetido ao
clareamento em hipoclorito de sédio 5% (agua sanita-
ria doméstica), permanecendo nesta substancia pelo
tempo necessario, que variou substancia variou con-
forme o material. Apds alavagem, fez-se a montagem
das laminas microscopicas, adicionando-se pequena
por¢do do material e espalhando sobre a ldmina
contendo glicerina 50%. Para vedacdo, utilizou-se
esmalte incolor e confeccionou-se cinco laminas mi-
croscopicas para cada repetigao.

As laminas foram devidamente etiquetadas, mas,
durante a leitura, evitou-se conhecer suas identifica-
¢Oes, para ndo viciar as estimativas da composi¢do
botanica das misturas. Em cada lamina microscopica,
foram analisados 20 campos de observagdao, com
aumento de 100 vezes (Sparks & Malechek, 1968;
Holechek & Vavra, 1981). Para cada campo, foram

Tabela 1 - Composigdo real, em porcentagem de peso
verde, dos componentes das misturas A,Be C

Table 1 - Real composition, in percentage of green weight, of
the components A, B and C mixtures

Espécie Mistura
Specie Mixture

A B C
Capim-gordura 30 10 10
Molassesggrass
Capim-sapé 30 10 10
Sapegrass
Capim-jaragua 10 30 10
Jaraguagrass
Capim-braquiaria 10 30 10
Signagrass
Alfafa 10 10 30
Alfalfa
Aroeira 10 10 30
Aroeira
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anotadas as presencgas dos fragmentos das espécies
que se conseguia identificar, determinando-se a fre-
qiiéncia relativa de cada componente, obtida pela
seguinte relagao:

freqliéncia de cada componente

% x 100

- Zdas freqliéncias de todos os componentes identificados

conforme Holechek & Gross (1982b).

Para a analise dos dados utilizou-se procedimento
PROC GLM (General Linear Models) do SAS (1990).
A analise de variancia multivariada (MANOVA) foi
utilizada para avaliar a porcentagem de cada compo-
nente das misturas A, B e C, tomadas nos dois
periodos (chuvoso e seco) e antes e apds 0 processo
digestivo (tempos de digestdo de 0, 48 e 72 horas),
adotando-se o delineamento inteiramente casualizado
no esquema fatorial, com trés repetigdes, por meio do
seguinte modelo estatistico:

Yij = my + Py 4T + PTy 4 €45
comi=1,2;j=12e3;k=12e3;1=1,2,....e 6.

em que Yijklz observacdo referente a avaliacado k, no
periodo i, no tempo j, da espécie I; m;=média geral da
espécie I; P, = efeito do periodo 1, na espécie 1; le =
efeito do tempo j, na espécie 1; PTijl = efeito da interacao
periodoietempoj,naespéciel;ee iji1 = €110 aleatorio
associado a observagao Yijkl' Tem-se ainda que os

tores <, = =6, té
distribui¢do multinormal p-dimensional com vetor nulo

de médias e uma matriz de covariancias S comum a

S €
todas as combinacgdes i, j € k. Os vetores = jj corres-

pondentes a diferentes unidades experimentais sao
independentemente distribuidos.

O teste T2 de Hotelling (Johnson & Wichern,
1992) foi utilizado para realizagdo das comparagdes
entre os vetores de médias da composicao real e os de
médias das composi¢oes estimadas de cada tempo de
digestao e de cada periodo, entre os vetores de médias
das composigdes estimadas dos periodos (chuvoso e
seco) e entre os vetores de médias das composi¢des
estimadas de cada tempo de digestao, para as mistu-
ras A, Be C.
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Oindice de similaridade foi calculado pela formula
de Kulcyznski (Oosting, 1956; Hansen & Reid, 1975;
Smith & Shandruck, 1979; Alipayo et al., 1992):

I
22 min (P, Py )
IS = —= x 100

1
Z Py + Py)
i=1

em que ISjk = indice de similaridade (%); Pij = valor
percentual do componente i na dieta j; e P, = valor
percentual do componente i na dieta k.

Os indices foram utilizados para se avaliar a
similaridade entre a composi¢ao real e as composi-
¢Oes estimadas de amostras colhidas nos periodos
chuvoso e seco, entre a composic¢ao real e os tempos
de digestdo, entre os periodos e entre os tempos de
digestdao. Segundo Hansen (1971), indices de similari-
dade iguais ou superiores a 85% indicam que as
amostras sao altamente similares.

Resultados e Discussao

Os vetores de médias das composi¢des percentuais
reais das amostras A, B e C, com suas respectivas
estimativas para os periodos chuvoso e seco, estdo
apresentados na Tabela 2. Apesar do indice de simi-
laridade da mistura A ter sido de 90%, essa mistura foi
a Unica a apresentar diferenca significativa (P<0,01)
entre os periodos. As espécies que mais contribuiram
para essa diferenca foram os capins sapé e jaragua
(Tabela 2 e 3).

As composi¢des estimadas em ambos os periodos
diferiram (P<0,01) da composi¢ao real, para todas as
misturas (Tabela 3). Nas misturas B e C, os indices
obtidos entre o periodo seco € a composicao real foram
superiores aqueles do periodo chuvoso. E possivel que as
gramineas com maior participag@o (30%) nas misturas
tenham sido subestimadas, gerando indices de 85 e 86%
no periodo chuvoso, para as respectivas misturas.

A estimativa da mistura A manteve um padrao de
similaridade com a composicao real (indices de 90%).
Entretanto, esses indices poderiam ter sido superiores
a 90% e o teste T2 de Hotelling acusado ndo-
significancia se o componente aroeira nao tivesse sido
superestimado (Tabela 2).

Na Tabela 4 estdo apresentados os vetores de
médias da porcentagem de participacdo das espécies
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Tabela 2 - Vetores de médias das composi¢cbes percentuais reais das misturas A, B e C, com suas respectivas

estimativas para os periodos chuvoso e seco

Table 2 - Mean vectors of the real composition percentage of the mixtures A, B and C, with its respective estimates for the rainy and

dry seasons

Mistura Real Estimada periodo chuvoso Estimada periodo seco
Mixture Real Estimated rainy season Estimated dry season
A

Capim-gordura (Molassesgrass) 30 26,1 [299 1
Capim-sapé (Sapegrass) 30 30,8 23,8
Capim-jaragua (Jaraguagrass) 10 8,0 13,5
Capim-braquidria (Signalgrass) 10 8,1 7.8
Alfafa (Alfalfa) 10 8,0 8,5
Arocira (Aroeira) 10 19,0 16,6
B C 10 ] 96 (11,1 ]
Capim-gordura (Molassesgrass) 10 16,4 12,7
Cap@m—'sapé (Sapegrass) 30 26.4 312
Capim-jaragua (Jaraguagrass) 19.4
Capim-braquidria (Signalgrass) 30 217 ’
Alfafa (Alfalfa) 10 74 8.8
Aroeira (4rocira) L 10 L 18,7 | 16,9 ]
C 10 (10,2 114
Capim-gordura (Molassesgrass) 10 16,8 93
Cap@m—'sapé (Sapegrass) 10 115 12,5
Capim-jaragua (Jaraguagrass) 3.4
Capim-braquidria (Signalgrass) 10 10,4 ’
Alfafa (Alfalfa) 30 15,9 23,4
Aroeira (4rocira) L 30 ] [ 35.1 352

Tabela 3 - indices de similaridade (%) e significancias
do teste T2 de Hotelling entre o vetor da com-
posicéo real das misturas A, B e C e os vetores
de médias estimados para os periodos chu-
voso (P1) e seco (P2)

Table 3 -  Similarity indices (%) and comparing mean vectors,
by Hotelling T2 test, of the real composition of the
mixtures A, B and C and estimated composition for
the rainy (P1) and dry seasons (P2)

Comparacao Mistura

Comparison Mixture

A B C

P1vs P2 90 * 9218 901

Composigao real vs P1 90 * 85 * 86 *

Real composion vs Pl

Composic¢ao real vs P2 90 * 88 * 91 *

Real composion vs P2

* Diferenca significativa (P<0,01) pelo teste T2 de Hotelling.

* Significant difference (P<0.01) by Hotelling T? test.

ns — Diferenga néo-significativa (P>0,01) pelo teste T2 de Hotelling.
ns - Not significant difference (P<0.01) by Hotelling T2 test.
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na composigao real e nas composi¢des estimadas
para os tempos de digestdo (0, 48 e 72 horas) das
misturas A, B e C. Verificou-se tendéncia do
efeito do processo digestivo sobre a participagdo
das espécies nas misturas, o que pode ser compro-
vado pelos indices de similaridade e pelas
significancias dos testes estatisticos apresentados
nas Tabelas 5 e 6.

Os resultados do teste T2 de Hotelling e os baixos
indices de similaridade, de 68 a 79%, sugerem discre-
pancia entre as estimativas de 0 ¢ 48 horas e de 0 e 72
horas de digestdo (Tabela 5). No entanto, uma vez
ocorrido o processo de digestao (48 ou 72 horas), passa
a ndo haver diferencgas entre as estimativas, o que ¢
confirmado pela ndo-significancia do teste (P>0,01),
para todas as composicdes, e pelos indices de similari-
dade, que variaram de 90 a 96%.
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Tabela 4 - Vetores de médias da composi¢éo percentual real de A, B e C, com suas respectivas estimativas, antes e apds

o0 processo de digestéo in vitro

Table 4 - Mean vectors (%) real composition of A, B and C, with its respective estimates before and after the process of in vitro
digestion
Mistura Real Estimada sem Estimada apos Estimada apos
Mixture Real digestao 48 horas digestao 72 horas digestdo
Estimated without Estimated 48 h Estimated 72 h
digestion digestion digestion
A — - - -

. 30 26,7 27,5 29,7
Capim-gordura (Molassesgrass)

. . 30 17,2 33,2 3L6
Capim-sapé (Sapegrass) 10 s6 147
Capim-jaragua (Jaraguagrass) ’ 12,0 ’
Capim-braquidria (Signalgrass) 10 10,8 7.8 3.2
Alfafa (Alfalfa) 10 21,9 1,5 1,3
Aroeira (4roeira) L 10 17,8 | | 18,0 | 17,5
B 710 9,7 7 (10,1 IRINE
Cap;m—gor(riura (Molassesgrass) 10 8,7 16,5 18,3
Cap%m—'sape (S’apegrass) 30 18,6 325 353
Cap;m-]aragu.a} (:/araiguagrass) 30 268 211 13.7
Capim-braquiaria (Signalgrass) 10 19.8 13 10
Alfafa (Alfalfa) 10 16’3 16,4 20’6
Aroeira (4rocira) L o Lo L
¢ [ 10 10,1 ] 10,8 [ 115
Capim-gordura (Molassesgrass) ’ ’ ’

. . 10 6,4 16,2 16,4
Capim-sapé (Sapegrass) ’

Capim-jaragua (Jaraguagrass) 10 8,5 12,6 14,8
Capim-braquidria (Signalgrass) 10 10,9 10,5 6.8
Alfafa (dlfalfa) 30 33,8 12,7 12,4
Aroeira (Aroeira) L 30 30,2 | 37,2 | 38,1 |

De acordo com a Tabela 6, as estimativas das
amostras tomadas no tempo zero de digestao diferi-
ram (P<0,01) da composicdo real, exceto a estimativa
da composi¢do da mistura C.

A diferencga entre a estimativa da mistura A e sua
composicao real no tempo zero de digestao pode ser
atribuida as superestimativas da aroeira e do capim-
sapé (Tabela 4). Em amostras tomadas apds 48 ¢ 72
horas de digestao, foi registrada melhoria na identifi-
cagdo do capim-sapé, o que pode ser comprovado
pelo aumento no indice de similaridade entre a compo-
sicdo real e as estimativas. Entretanto, esses indices
ndo atingiram patamares mais elevados, em decorrén-
cia da subestimativa da alfafa.

Quanto as comparagdes realizadas em amostras
da mistura B, as diferencas podem ser atribuidas ao
capim-jaragud, a alfafa e ao capim-braquiaria. O
tempo de digestdao de 72 horas teve maior efeito sobre
a estimativa dessa mistura que os demais, pois seu
indice de similaridade, em relacdo a composicdo real,
foi 9% menor.
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As quedas nos indices de similaridade da mistura
C refletem a fragilidade da alfafa e a melhoria na
identificacdo da aroeira ao processo de digestdo,
ocasionando sub e superestimativa dessas plantas,
respectivamente.

A estimativa da participagdo do capim-gordura
em todas as misturas foi a Unica a ndo variar com o
processo digestivo, apresentando valores muito proxi-
mos, especialmente os da composic¢ao real. Os valo-
res da participacdo da aroeira foram todos superesti-
mados em relagdo a composigao real, com excecdo da
estimativa da composi¢cdo C no tempo 0 (Tabela 4).

Quando a participacao dos capins sapé e jaragua foi
de 30% na composigdo real, essas espécies foram
subestimadas no tempo de digestdo 0 e seus valores
estimados se aproximaram do valor real apos 48 e 72
horas de digestdo. Por outro lado, quando suas participa-
¢oes foram de 10% na composi¢do real, houve
superestimativa dos valores nos referidos tempos de
digestao e esses seguiram um padrdo de aumento nos
percentuais com o aumento no tempo de digestao.
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Tabela 5 - indice de similaridade (%) e significancias do
teste T2 de Hotelling entre os vetores de mé-
dias dos tempos de digestao 0, 48 e 72 horas,
para as misturas A, Be C

Table 5 -  Similarity index (%) and comparing mean vectors,
by Hotelling T2 test, of between digestion times 0,
48 and 72 hours, for the mixtures A, B and C

Comparacao Mistura
Comparison Mixture
A B C

Tempo 0 vs Tempo 48 77 * 78 * 79 *
Time 0 vs Time 48

Tempo 0 vs Tempo 72 73 * 68 * 75 %
Time 0 vs Time 72

Tempo 48 vs Tempo 72 95ns 90 s 961

Time 48 vs Time 72

* Diferenca significativa (P<0,01) pelo teste T2 de Hotelling.

* Significant difference (P<0.01) by Hotelling T2 test.

ns — Diferenga néo-significativa (P>0,01) pelo teste T2 de Hotelling.
ns - Not significant difference (P<0.01) by Hotelling T? test.

As estimativas do capim-braquiaria foram seme-
lhantes a porcentagem real para os tempos 0 ¢ 48
horas de digestdo ¢ subestimado para o tempo 72
horas de digestao, quando sua participagdo foide 10%
na composic¢ao real. Todavia, ao contribuir com 30%
na mistura real, sua participagao foi subestimada em
todos os tempos de digestao.

A espécie mais prejudicada pelo processo diges-
tivo foi a alfafa, esse fato provocou em todas as
misturas uma subestimativa. No tempo zero de diges-
tdo, seus valores foram superestimados, principal-
mente quando sua participacdo real perfazia 10%.

As estimativas sdo confiaveis quando ha seme-
lhanca entre as espécies quanto a cutinizagdo, frag-
mentagdo na digestdo, taxa de digestdo e relagao
epiderme/volume de tecido de planta. Pelo fato de
plantas com caracteristicas diferentes terem partici-
pado da composicdo das misturas, algumas espécies
foram insatisfatoriamente estimadas. A identificacdo
de espécies, seja pela sua facilidade seja pelo seu
numero de fragmentos produzidos, resulta necessari-
amente em sua superestimativa e na subestimativa de
outras espécies.

A superestimativa do capim-jaragud em mistura
do periodo seco contradiz o resultado obtido por Bauer
(2000), no qual o capim-jaragud apresentou maior
percentual de fragmentos identificaveis em amostras
do periodo chuvoso. Acredita-se que tenha havido
efeito compensatorio entre os capins jaragud, sapé e
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Tabela 6 - indice de similaridade (%) e significancias do
teste T2 de Hotelling entre o vetor da compo-
sicdo real das misturas A, B e C e os vetores
de médias estimados para os tempos de
digestao 0, 48 e 72 horas

Table 6 - Similarity index (%) and comparing mean vectors,
by Hotelling T? test, of between the real composition
ofthe mixtures A, Band C and estimated composition
in the digestion times 0, 48 and 72 hours

Comparacao Mistura
Comparison Mixture

A B C
Composig¢ao real vs Tempo 0 80* 84*  O5MS

Real composition vs Time 0

Composigao real vs Tempo 48 87*  84* 83 *
Real composition vs Time 48

Composigao real vs Tempo 72 R 86* T5%* 79 *

Real composition vs Time 72

* Diferenca significativa (P<0,01) pelo teste T2 de Hotelling.

* Significant difference (P<0.01) by Hotelling T2 test.

ns — Diferenga nao-significativa (P>0,01) pelo teste T2 de Hotelling.
ns - Not significant difference (P<0.01) by Hotelling T? test.

braquidria, nas estimativas de amostras de mistura do
periodo chuvoso, pois estas duas ultimas espécies
foram subestimadas neste periodo, para todas as
misturas.

A extensdo da digestdo de espécies individuais
pode ser alterada quando sdo incluidas numa dieta
quando outras espécies estdo presentes e isto acarre-
ta mudangas na participagdo real das espécies
(Holechek & Valdez, 1985). As plantas respondem
diferentemente ao processo digestivo. Enquanto umas
podem se tornar nao-identificaveis, outras, apesar de
identificaveis, podem se fragmentar de forma diferen-
ciada e, em vista da proporg¢do das espécies, pode ter
a contagem dos fragmentos alterada quando utilizada
como base para determinagdo. Isto ¢ muito comum
quando plantas com diferentes caracteristicas
epidérmicas estdo envolvidas.

Quando se trabalha com animais, normalmente
encontra-se diferencas de composigdo entre os peri-
odos (Bauer et al., 1998), o que se deve a seletividade
dos animais. Além de os animais tenderem a selecio-
nar as espécies mais suculentas, a disponibilidade de
forragem na area pastejada varia.

Os indices de similaridade expressos na Tabela 3
evidenciam que todas as espécies presentes na com-
posicao real foram detectadas e estimadas a contento
(indices superiores a 85%)).

Os tempos de digestdo estudados referem-se a
alguns pontos do trato digestivo de animais, sem
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considerar a taxa de passagem. As amostras coletadas
no tempo zero podem se referir aquelas coletadas em
fistulas esofagicas; e as coletadas nos tempos de 48
e 72 horas, as coletadas no ramen e nas fezes,
respectivamente.

Apos 48 horas de digestdo, as alteragdes na com-
posicao foram minimas, mas a intensidade dependeu da
porcentagem real dos fragmentos de plantas frageis, no
caso, a alfafa. Os fragmentos mais resistentes e aque-
les que apresentaram problemas com a pigmentacgao ja
nas primeiras 48 horas foram mais bem visualizados por
causa do afrouxamento das células, da diminuigdo da
pigmentacao e da separacdo da epiderme, como discu-
tido por Bauer (2000). Em decorréncia desses compor-
tamentos antagdnicos das espécies que participaram
das misturas, houve compensagao nas porcentagens de
participagdo das espécies.

Acredita-se que a presenca da alfafa e da aroeira
foi a principal responsavel pelas diferencas nas esti-
mativas das misturas, especialmente quando suas
participagdes reais foram de 10%, independentemen-
te do tempo de digestao, confirmando os achados de
alguns autores, que atribuem os erros de estimativa a
presenca desses tipos de plantas.

Alguns autores (Holechek et al., 1982b) recomen-
dam o uso de fatores de corre¢do para minimizar as
discrepancias causadas pelo processo digestivo, mas a
taxa e a extensdo da digestdo variam constantemente
com as partes, os tipos de plantas e o estadio fenologico.
A dieta de um animal muda constantemente em termos
de propor¢ao de espécies e partes da planta, tornando
dificil determinar um fator para corregao.

O uso de técnicas de microdigestdo, como as
utilizadas nesse trabalho, ou de equagdes de regres-
sdo para a determinacdo dos fatores de correcdo,
pode provocar erros grosseiros quando os resultados
sao extrapolados. As técnicas de digestdo apenas
exprimem o potencial de digestdo das espécies. No
animal, outros fatores estao envolvidos, como o tempo
de retencdo da particula e a taxa de passagem, que
tém papel preponderante na digestdo. Portanto, o uso
de equagdes deve ser restrito para aquelas condig¢des
na qual foram obtidas.

Com base nesse trabalho e em dados observados
na literatura, recomenda-se que, ao se utilizar a técni-
ca micro-histologica, suas limitagdes sejam conside-
radas e que, ao interpretar os resultados obtidos,
utilize-se o bom senso, tendo uma idéia do todo sem
considerar espécies isoladas.
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Conclusoes

Apesar de as diferengas estatisticas entre a com-
posigao real das misturas e suas estimativas, os indi-
ces de similaridade entre os periodos foram superio-
res a 85%.

O tempo de digestdo influenciou as estimativas
das misturas, dependendo da porcentagem de partici-
pagdo das espécies.

As estimativas dos tempos 48 e 72 horas de
digestao foram idénticas para as trés misturas.

A presenga da alfafa e da aroeira reduziu a
acuracia das estimativas.

O processo digestivo melhorou as estimativas de
espécies mais resistentes.

O processo digestivo ndo deve ser considerado
como unico fator de variacdo quando se utiliza essa
técnica, que pode ser considerada robusta, pois os
indices de similaridade entre os periodos, o tempo de
digestdo e a composicao real foram superiores a 75%.
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