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Avancos metodoldgicos da microscopia ha
avaliacdo de alimentos
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RESUMO - O aperfeigoamento nos Ultimos anos das lentes de aumento e dos microscopios, bem como o
desenvolvimento de técnicas de preparacdo de amostras, disponibilizou excelentes ferramentas para pesquisas nas
diversasdreasdaciéncia. Asavaliagdes ao microscopio, el etronico ou optico, de alimentos utilizados pararuminantes,
tém auxiliado na compreensao da relagéo causa/efeito no desempenho animal. Destacam-se 0s avangos obtidos no
conhecimento do modo de ag&o dos microrgani smos do rimen nos substratos, principal mente das bactérias particul o-
associadas. Avangos também foram obtidos no entendimento dos fatores que afetam a degradabilidade da matéria
seca de forrageiras, especialmente das espécies C,, mas estes avangos também contribuem para o conhecimento
das C,. Os resultados destes estudos permitiram o estabelecimento de vérias linhas de pesquisa, possibilitando
discriminar-se nas fases iniciais de sele¢éo de gramineas e leguminosas, aguelas que apresentam maior potencial
qualitativo. Destacam-se também os estudos que estdo sendo realizados para el evag&o da degradabilidade do colmo
de milho e do caule da afafa, bem como, agueles para identificar-se como o tratamento de subprodutos agricolas
pode elevar suaqualidade, e se verificar o efeito deinocul antes, tais como enzimas exdgenas, nataxade degradagéo
da matéria seca. Além de se verificar o efeito do tanino, especialmente em leguminosas, na digestibilidade, o que
pode no futuro possibilitar a utilizagdo de aditivos que minimizem ou anulem seus efeitos del etérios no consumo
de forragem. Com relagéo aos gréos de cereais, pode-se verificar a influéncia do genétipo na degradacdo. Os
resultados obtidos até ent&o, fornecem a base para a manipulag&o genética de alimentos utilizados por ruminantes,
0 que provavelmente sera objeto de pesquisa nas proximas décadas.

Palavras chaves: alfafa, gramineas, milho, tanino

Methodological advances of microscopy in food-stuff evaluation

ABSTRACT - The perfecting in the last years of augmentation lenses and that of the microscopes, as well as
the development of samples preparation techniques, provided excellent tools in the several science areas. The
evaluations at the microscope, electron or optical, of edible products utilized for ruminants, has helped in the
cause/effect relationship understanding in animal performance. Of paramount importance are the advances obtained
in the action mode of rumen microorganismsin the substrates knowledge, mainly of the particle-associated bacteria.
Advances were also achieved in the knowledge of factorsthat affect the forage dry matter degradability, especially
of the C, species, but these advances also contribute to the knowledge of the C,. These studies results allowed the
establishment of several research lines, creating the possibility of discrimination in the early stages of grasses and
legumes selection, those which present the greatest qualitative potential. Thereis especial merit also in the studies
to increase the corn and alfalfa stalk degradability, as well as those to identify how the agricultural byproducts
treatment can increase its quality, and to verify the effect of inoculants, such as exogenous enzymes, in the dry
matter degradability rate. Besides the verification of the tannin effect, especially in legumes, into the digestibility,
which may in the future to foster the utilization of additives that can minimize or prevent their harmful effects on
forage consumption. With relation to cereal grains, it may be verified the genotype influence on degradability. The
results achieved up to now, give the base for the genetic manipulation of feed stuff utilized by ruminants, which
probably will be object of research in the next decades.
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Introducéo

O aperfei coamento nos Ultimos anos das lentes
de aumento e dos microscopios, bem como o
desenvolvimento de técnicas de preparacéo de
amostras, foram praticamente as bases parao pro-
gresso da ciéncia, principalmente na area biol6-
gica. Atualmente, a utilizagcdo da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e de transmissdo
(MET), constituem excelentes ferramentas dispo-
nivels parapesquisas nasdiversas dreasdaciéncia
Emboraa MEV e MET néo substituam o micros-
copio optico, cada uma tem sua finalidade,
dependendo do campo de aplicagdo.

A MEV tem sido utilizada paraestabelecer uma
base entre a parede celular e a digestibilidade de
forragens, assim como de gréos, pois possibilitaa
observacdo e registro da imagem tridimensional.
A MET permite verificar-se as inter-relacdes
especificas entre as membranas de células de
vegetals, 0s microrganismos e a forma em que é
degradada a forragem ou gréos, visto apresentar
alto poder de resolucdo. O microscopio Optico
permite verificar-se os espécimesvivos e amostras
nos quais ndo se necessita de alta amplificacéo,
tais como estruturas anatdmicas de tecidos vegetais.

Os trabalhos pioneiros realizados por Robert
E. Hungate sobre microbiologia de rimen a partir
de 1935, isolando e identificando bactérias
(Bacteroides, agora Fibrobacter succinogenes e
Ruminococcus flavefaciens, dentre outras),
resultaram em vérios artigos e no livro The rumen
and its microbes, publicacdes estas que formaram
a base para os avancos tecnoldgicos na drea de
nutricdo de ruminantes. Nestes trabalhos, a
microscopia foi uma ferramenta extremamente
importante, permitindo o estudo do ecossistema
ruminal . Avangos também ocorreram na avaliagdo
de alimentos para ruminantes com a utilizagdo da
microscopia, permitindo elucidar-se em vérios
substratos a relacdo causalefeito no processo de
degradacéo.

A seguir vamos demonstrar como a micros-
copiatem auxiliado naavaliacdo de alimentos para
ruminantes, ressaltando-se gramineas tropicais,
milho para ensilagem, tratamento de residuos
agricolas, leguminosas (alfafa), forragens com
tanino e milho grdo, bem como quais as
implicagBes da utilizag8o desta ferramenta para
as pesquisas futuras.
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Gramineas tropicais

Os estudos anatbmicos com forrageiras
visando verificar-se o efeito da anatomia na
digestibilidade, iniciaram-se a partir de 1970
(Hanna et al., 1973 e Akin et al., 1973). Estes
estudos complementam as informagdes sobre 0s
fatoresqueinterferem naqualidade dasforrageiras,
visto que nem sempre a analise quimica e a
digestibilidade explicam todas as variagdes no
consumo das forrageiras. Akin e Hartley (1992),
consideraram que no preparo das amostras
misturam-se varios tecidos que apresentam
digestibilidade distinta. A digestibilidade daparede
celular de gramineas pode variar de 30 a 60 %, ao
passo que a dos diferentes tecidos das laminas
foliares, de 0 a 100 % (Wilson, 1993).

Nas |aminas foliares de gramineas, as células
que apresentam alta digestibilidade sfo as de
mesofilo (MES) e de floema (FLO), as de epider-
me, abaxial (EPlaba) e adaxial (EPlada), e de
bainha parenquimética dos feixes (BPF), sdo
parcialmente digeridas. Ja as de esclerénquima
(ESC) e xilema (XIL), sdo indigestiveis. A maior
qualidade geralmente observada nas |&minas
foliares de gramineas C,em relagéo as C,, €
também atribuida as diferencas na propor¢éo de
tecidos. As espécies C, apresentam menor pro-
porcdo de MES, células da BPF bem desenvol-
vidas (Black, 1971), alta freqliiéncia de feixes
vasculares (Wilson et al., 1983) e um denso
acondicionamento dos tecidos (Hanna et al.,
1973), emrelagdo as C,.

A proporcdo de células de MES nas |aminas
foliares de C, € variavel entre as espécies e cullti-
vares, porém, é geralmente inferior a 45%. O
desaparecimento destas células no ramen é
elevado, apresentando digestdo completa normal-
mente apds 12 a 24 horas de incubacdo (Akin et
al., 1983; Magai et al., 1994). Na Figura 1, pode-
se observar o desaparecimento total das células
de MES apbs 24 h deincubagdo in situ em |&minas
foliares de duas espécies de Brachiaria, que
reconheci damente apresentam qualidade distinta,
sendo maior para as laminas foliares de B.
ruziziensis em relacdo a B. humidicola.

As células de FLO, localizadas no tecido
vascular, sao rapidamente digeridas nas espécies
C,, nasquais representam maior proporgéo do que
nas C, Ja nas C,, podem apresentar compostos
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fendlicos que interferem negativamente na degra-
dabilidade, mas por estas células representarem
em torno de 2% (se¢do transversal), ndo com-
prometem a digestibilidade da forragem.

O tecido epidérmico apresenta parede espessa,
com uma camada de cuticulaem torno de 0,5 mm,
sendo esta influenciada pelo ambiente (Mauseth,
1988). Harberset al. (1981), citaram que acuticula
contém silica, conferindo rigidez e impedindo a
digestdo, bem como que acuticula per se pode ser
um inibidor estrutural da digestéo. Prychid et al.
(2003), relataram que asilicapode estar localizada
naepiderme acimadas células de ESC naestrutura
girder, sendo a epiderme stegmata. Wilson et al.
(1989), observaram arranjo de células de ESC
entre as células da EPI e as da BPF, formando a
estrutura girder, sendo girder | quando com aEPI
abaxia eadaxial, egirder T quando naEPI adaxial
ou abaxial (Figura 2). A estrutura girder pode ter
efeito direto naresisténciaque aslaminas oferecem
a digestdo, visto interferir na taxa de degradacéo
dos tecidos, como ficou demonstrado por Wilson
et al. (1989), Flores et al. (1993), Lempp (1997) e
Paciullo et al. (2002).

A estrutura das células de EPI nas gramineas
tropicais, localizacdo de silica, espessura da cuti-
culae sinuosidade das célul as, necessitam ser me-
Ihor avaliadas, parase verificar o efeito no desem-

penho animal. Lempp et al. (2005), observaram
ao microscopio Optico que nas |laminas de B.
brizantha B4 ocorreram menor desaparecimento
de tecidos (24h, in vitro) em relagdo a B9 (Figura
3a e b). Sendo que B4 apresentou EPI stegmata
(Figura3ced), dém deatafregliénciade estrutura
girder, emrelacdo aB9. Diferencasentre estesdois
gendtipos quanto acomposi ¢do quimica, incluindo
teor desilica, e digestibilidade in vitro da matéria
organica, ndo foram observadas por Torres (2002).

Por outro lado, aepiderme exerce papel impor-
tante ao conferir protecdo a planta, como também
acuticula e asilica, visto diminuirem a perda de
agua por evaporacdo e serem um mecanismo de
defesa contra patdgenos, bactérias e fungos (Jenks
et al., 1994).

Astécnicas utilizadas no preparo das amostras
para as obsarvagdes a0 microscopio optico dasecao
transversal (Figuras 1, 2 e 3aeb) estdo descritas por
Daykin & Hussey (1985) e Hagquist (1974). Japara
seisolar aEPI (Figura3c ed), utilizou-se solugéo de
Jeffery (Johansen, 1940) e a coloracdo quédrupla
triarca dos tecidos (Hagquist, 1974). Theunissen
(1989), também apresenta um método para o estudo
de epiderme de graminess.

Pode-se observar nas Figuras 1 e 3 (ae b) que
amaior diferenga no desaparecimento de tecidos
entre as |&minas de Brachiaria spp. ocorreu nas

Figura 1 - Secdo transversal de residuo da incubacdo in vitro (24 h) de lamina foliar de Brachiaria
ruziziiensis cv. Kennedy (a) e B. humidicola cv.Tully (b), % 10 um.
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Figura 2 - Secéo transversal de fragmentos de 1&minas da extrusa de Panicum maximum. (a). cv Aruana,
— estrutura girder T (— 30,0 um). (b). cv. Vencedor, — girder | (— 20,0 um).Fonte: Lempp, 1997.
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células da BPF, o que pode explicar muitas das
diferencas obtidas no desempenho animal entre
as gramineas, visto que as células da BPF
apresentam alto teor de proteina e amido (Wilson,
1993), e representam geralmente de 20 a 35% da
secdo transversal.

Figure 3 - Secdo transversal deléminasfoliares
de Brachiaria brizantha acessos B9 (a) e B4
(b) incubadosin vitro por 24h. Epiderme abaxial
(c. B9 ed. B4) (— 20 pm).Fonte: Lempp et al.,
2005.

As observagfes ao microscépio éptico, MEV
e MET, permitem se verificar que existem
diferencas nas células de BPF em P. maximum.
Wilson & Hattersley (1983), observaram por meio
da MET a presenca de suberina na lamela média
de BPF em Panicum spp. (PCK e NADP-ME),
sendo considerado fator negativo na degrada-
bilidade destas células. E Lempp (1997), verificou
ao MEV que a parede celular da BPF de P.
maximum cv. Vencedor apresentou-se mais rigida
emrelacdo adecv. Aruana(Figura4), sem contudo
verificar diferengas na composicéo quimica entre
as cultivares. Ja ao microscopio Gptico, ocorreu
maior reagdo com safranina-O, indicativo de
lignina, na parede celular de BPF da cv. Vencedor
em relacdo a cv. Aruana

A parede celular da BPF de cultivares de
Brachiaria spp. também apresentou espessura e
intensidade de coloragdo com safranina-O dife-
rentes entre si, sendo resultados parciais obtidos
com avaliacBGes dos gendtipos do programa de
desenvolvimento de novas cultivares de
Brachiaria spp., Embrapa Gado de Corte (Valle
& Ceolin, comunicac&o pessoal). Por outro lado,
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Figura 4 - Elétrons-micrografia de varredura
do residuo da digestao de fragmentos das | ami-
nas da extrusa de Panicum maximum (72 h, in
vitro). (A). cv Vencedor (.— 4,2 pm), (B). cv.
Aruana (— 9,2 um). Fonte: Lempp, 1997.

as células da BPF conferem resisténcia a insetos,
sendo considerado mecanismo de escape que
confere resisténcia ao pastejo (Briske, 1996).
Estudos séo necessarios para isolamento das
céulas de BPF e verificagdo do teor de lignina e
composi¢cdo da hemicelulose da parede celular,
porém, devido a ata freqiiéncia de estrutura girder
nas graminesas tropicias, tém ocorrido contaminagao
com ESC. Isto pode ser verificado por meio da
microscopia optica, 0 que tem invalidado os resul-
tados de composi¢go quimica Em gramineas C,, ja
existemn relatos de isolamento de tecidos e posterior
aandise quimica, i. e, Grabber & Jung (1991).
Ascélulasde ESC apresentam a parede celular
muito espessa, sendo indigestivel. Porém,
Moghaddam & Wilman (1998) e Vincent (1991),
citaram aimportancia destas cél ul as para suportar
0 crescimento das laminas foliares eretas, junta-
mente com as de xilema, principalmente em
ambientes quentes e secos. Provavelmente, na
degradabilidade de l&minas, alocalizagéo de ESC
seja mais importante do que a proporcdo (secéo
transversal), a exemplo da estrutura girder.
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As gramineas também apresentam diferencas
guanto adegradabilidade do colmo, o que seradis-
cutido a seguir (milho para ensilagem). O estudo
da anatomia de 1&minas foliares e de colmo, por
meio da microscopia, também pode auxiliar na
discriminagdo de gendtipos mais promissores
qualitativamente. No Brasil hd uma premente
necessidade de diversificar as pastagens de grami-
neas, €l evando-se a variabilidade genética daque-
las utilizadas na implantagdo de pastagens, por
meio de langcamento de novas cultivares comer-
ciais. Neste sentido, podem-se adotar
procedimentos microscopicos nos ensaios que
visam o desenvol-vimento de novas cultivares, por
meio de selecdo ou cruzamentos, para auxiliar na
escolha de cultivares e ou genitores.

Milho para ensilagem

A producéo de forragem no Brasil, que se
concentra no verdo, faz com que 0s pecuaristas se
preocupem com a suplementac@o animal, com
silagem ou feno, no periodo da seca. Paraaconfec-
¢80 de silagem se destaca o milho, devido ao
acimulo de massa e a composi¢do quimica das
plantas que favorece o processo de fermentaco.
O vaor nutritivo da silagem de milho tem sido
relatado como uma funcéo da propor¢do de gréos
namassa, dentre outros fatores, porém a degrada-
bilidade da parede celular do colmo da planta
também merece destaque.

(A) (B)

No Brasil, varios genétipos de milho e sorgo
estdo disponiveis para selecdo e melhoramento,
porém, segundo Jung et al. (1998), os fatores que
limitam adegradacéo da parede celular do entrend
de colmo destas plantas ndo sdo bem entendidos.
Sabe-se, entretanto, que dos componentes associ-
ados aparede celular, alignina é aentidade quimi-
ca que reconhecidamente limita a digestdo dos
polissacarideos no rimen (Jung & Deetz, 1993).
A biossintese da lignina é controlada individual-
mente na cdula, podendo ocorrer diferencas quan-
to ao tipo deste polimero: p-hidroxifenil, guaiacil (G)
eou sringil (S), em funcdo do gendtipo, do tecido e
do compartimento subcelular (Terashima et al.,
1993), além de ser também influenciada pelas
maturidade e temperatura (Morrison et al., 1998).

A utilizag8o de testes histoquimicos em mate-
rial vegetal permite identificagdo dos tecidos
lignificados e também o tipo de lignina, G ou S,
com o reagente de Maule (Nakano & Meshitsuka,
1992), Figura 5. A utilizag@o de astra-blue ou
safraninapermite verificar-se se o material vegetal
apresenta ou ndo lignina (Srebotnik & Messner,
1994). O astra-blue apresenta afinidade com a
celulose e éincorporado dentro das fibras somente
na auséncia de lignina, ao passo que a safranina
reage com a lignina independente da presenca de
celulose (Figura 6).

Portanto, avaliagcdes histoldgicas de colmo
podem permitir a selecdo de gend6tipos de milho
ou sorgo com atributos agronémicos desgjaveis,

<)

Figura5 - (A). Tecidosvasculares corados com fuccinaécida(— ). (B). Xilemacorado com floroglucinal.
(C). fibras extraxilematicas coradas com floroglucionol psis. (D). Reagente de Méaule que reage com
ligninasiringil - coloragéo amarela (feito com & coois sindpil) e com lignina guiacil — coloragdo amarela
(feito com coniferdis). (E). Mutante de Arabidopsis incapaz de sintetizar lignina siringil. ph= cortex, x=
xilema; pi= parenquima medular, e= epiderme. Fonte: Klock (2004).
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Figura 6 - Reacdo de celulose na auséncia de lignina com astra-blue — coloragéo

ul, e da safranina-O

com lignina— coloragdo vermelha. Fonte: Srebotnik & Messner, 1994.

mas com caracteristicas qualitativas desegjaveis,
como com menor teor de lignina com unidades S.
Ralph et al. (1998), indicaram a plasticidade
metabdlica para a lignificagéo das plantas, o que
permite a manipulagdo genética. Avaliagdes de
milho transgénico para confec¢do de silagem ja
estao sendo divulgadas na literatura, i.e., Jung &
Sheaffer, 2004.

Junkg & Buxton (1994), ao avaliarem 45 linhas
autofecundadas de milho, inclusive brown-midrid,
verificaram alto grau de variagdo genética paraa
gualidade da parede celular de colmo. Argillier et
al. (2000), citaram a possibilidade de se selecionar
hibridos de milho com boa degradabilidade da
parede celular e, simultaneamente, alto acimulo
de biomassa. Méchin et al. (2001), ao avaliarem
100 linhas autofecundadas de milho, verificaram
independéncia genética entre o teor e a digestibi-
lidade defibraeteor de amido, sendo osdois com-
ponentes responsaveis pela digestibilidade da
planta.

Por meio da microscopia pode-se avaliar a
extensdo do desaparecimento dos tecidos dos
entrends e ou laminas de milho/sorgo. Para este
procedimento, incubam-se os fragmentos morfol 6-
gicos e, transcorridos os tempos pré-fixados, faz-
se o preparo histol 6gico do residuo, corte e colora
¢ao. Esta avaliacdo pode permitir a identificacdo
dos gendtipos com maior taxa de desaparecimento
de tecidos nas fases iniciais da selecdo genética.

Jung & Casler (2006a), observaram que 0
aumento no teor de parede celular no entrend de
trés hibridos de milho foi associado ao espes-
samento da parede celular secundaria na regido
do coértex. Ainda Jung & Casler (2006b), ao

© 2007 Sociedade Brasileira de Zootecnia

observarem o residuo da degradacéo (24 e 96 h)
do entren6 do mesmo material a0 microscopio
optico, verificaram que a degradagdo ocorreu
preferencialmente naregido medular, ao passo que
a do cortex permaneceu intacta apos 96 h de

’ X o . i

Figura7 - Micrografiado residuo daincubagdo
invitro (24 e 96 h) do entrené de milho (hibrido
632 namaturidadefisiolégica), (a) = regido ndo
degradada (cortex), e (b) = regi&o parcid mente
degrada (medular), scl = esclerénquima, par =
parénquima (% 500 pm).Fonte: Jung & Cadler
(2006h).

A caracterizago morfoanatémica do entrend
do colmo de milho e sorgo, dentre outros, permite
0 conhecimento dos fatores intrinsecos as plantas,
queinterferem naqualidade dasilagem. Osestudos
nos tecidos lignificavel's com relacéo as unidades
de lignina, S ou G, ainda s&o pouco explorados.
Parece-nos que a melhor estratégia para elevar-se
o valor nutritivo das silagens (milho ou sorgo,
dentre outras, i.e., Pennisetum purpureum) é
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modificando-se abiossintese deligninano entreno,
diminuindo-se assim arelacdo S:.G.

Tratamento quimico de alimentos

O ecossistema microbiano ruminal compre-
ende no minimo 30 espécies de bactérias
predominantes, sendo que as particul o-associadas
predominam no rimen (Craig et al., 1987). Por
meio de observagdesao MEV redizadas por Miron
et al. (1989), Miron & Bem-Ghedalia, (1992 e
1993), dentre outros, pode-se entender o processo
de adesdo das bactérias nas particul as de aimentos.
Miron et a. (2001), citaram os fatores que afetam
a colonizagdo dos microrganismos nas particulas
de aimentos. Dentre estes, referiram-se ao subs-
trato, como protecao pela cuticula, area de
superficie e capacidade de troca cétion iénica.

Assim, estudos como estes forneceram
subsidios para se verificar o efeito de inoculantes
ou tratamentos quimicos na degradacéo da parede
celular dos substratos. Mas, Krause et al. (2003),
sugeriram gque o insucesso obtido com autilizacdo
de inoculantes, visto que ndo melhoraram a
digestdo da fibra in vivo, refere-se ainda ao
entendimento superficial acerca do ecossistema
microbiano ruminal.

Martins (2003), verificou o efeito de enzimas
fibroliticas exdgenas sobre a degradabilidade in
situ do feno de Tifton 85 (Cynodon spp.), aos 30 e
a0s 90 dias, e do bagaco de cana-de-aglcar. Maior
degradacao da parede celular em respostaaadicao
de enzimas foi verificada no bagaco de cana, o
gue pode ser explicado pela maior concentracéo
de bactérias neste residuo (Figura 8).

Wang et al. (2006), observaram o efeito do
tratamento com NaOH e NH,HCO, no colmo da
palhade arroz. O NH,HCO, acelerou aruptura da
camada de cuticula (Figura 9a), mas a epiderme
permaneceu intacta apés 48 h de incubagdo no
rumen. Jao NaOH dissolveu acamadade cuticula,
resultando em degradacdo da epiderme (Figura 9
bec).

Da mesma forma, estudos estdo sendo condu-
zidos com o tratamento fisico de gréos visando
melhorar a eficiéncia de utilizago pelos rumi-
nantes. Morais et al. (2007, ndo publicado),
verificaram que o gréo de milho triturado grosso
apresentou menor area de superficie em relacéo
aofino (Figuras 10aeb). E apds 48 de degradacéo

in situ, maior indicativo de degradac@o do amido
ocorreu no triturado fino em comparago ao grosso
(Figura10 c ed).

Figura 8 - Elérons-micrografiade varredurados
residuos de degradac&o in situ (48 h) do bagago
de cana-de-aclicar sem (a) e com a adi¢o de
enzimas fibroliticas (b). Fonte: Martins (2003).

Nos ultimos 50 anos, avancos significativos
ocorreram no entendimento sobre o processo de
digest&o dafibra no rimen, i.e., aimportancia do
nitrogénio para as bactérias fibroliticas, o que
resultou naindicag@o da suplementagdo de uréia
No entanto, os estudos tém sido realizados com
poucas espécies de bactérias, e muito menos
atencdo tem sido dispensada para protozoérios e
fungos. Mas, por outro lado, avangos também
ocorreram na manipulagdo genética de bactérias
ruminais, o que tem sido objeto de estudo por
Teather et al. (1997). Neste sentido, amicroscopia
pode auxiliar no entendimento dasinteragdesentre
microrganismos. Considera-se aqui, que osestudos
s80 realizados com culturas de bactérias puras, 0
que pode ndo representar as condi¢des in vivo.

L eguminosas (alfafa)

Nas espécies C3, foram realizados progressos
com a remog&o ou minimizag@o dos fatores
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Figura 9 - (a). El&rons-micrografia de varredura de epiderme (EPI) do colmo de arroz tratado com
NH,CO, (cuticula danificada). Elétron-micrografias de transmissdo — (b). EPI de colmo de arroz sem
tratamento (— 1um) e (c). tratado com NaOH (dissolucéo da cuticula e degradabilidade da EPI) (% 1pm).

Fonte: Wang et al. (2006).

antiqualitativos encontrados em algumas
forrageiras, tais como Trifolium subterraneum e
Festuca arundinacea (Casler & Vogel, 1999). Nos
dias atuais, se concentram esforcos em melhorar
a degradabilidade do caule da alfafa (Medicago
sativa L.), visto que a digestibilidade das folhas
das leguminosas ndo se atera significativamente
com a maturidade. Assim, o teor de lignina do
caule é que af eta negativamente a degradabilidade
da dfafa (Galyean & Goetsch, 1993).

Guo et al. (2001), verificaram que as linhas
transgénicas de alfafa (AC310 e ACC315) apre-
sentaram maior degradabilidade (p<0,025) de
forragem em relaco as linhas controle, apds 36 e
72 horas de incubagdo in situ. E, por meio de
coloracdo histoquimica, observaram que no caule
de AC310 ocorreram perdas de unidades S (menor
coloragdo com reagente de Méule) e na ACC305
perda de lignina (menor reagcéo com safranina O)
em relagdo ao controle (Figura 11. 1). Astécnicas
decoloracao utilizadasforam descritas por Nakano
& Meshitsuka (1992), reagente de Méaule, e
Srebotnik & Messener (1994), safranina O.

As estratégias para elevar-se a qualidade da
afafapor meio da biologia molecular sdo aguelas

gue visam amodificacdo dabiossintese dalignina
e 0 aumento do teor de pectina na parede celular.
Por outro lado, transformagfes genéticas para
alterar a biossintese da lignina podem resultar em
plantas agronomicamente invidveis. Higuchi
(1990), ressaltou a diversidade de fungdes que a
lignina exerce na planta, dentre estas mecanismo
de suporte, transporte de agua e resisténcia a
doencas.

Para que ocorra sucesso na alteracéo da
biossintese da lignina no caule da alfafa, deve-se
entender a estrutura e adegradabilidade da parede
celular dos diferentes tecidos. Neste sentido, os
estudos de Engels & Jung (1998) e Jung & Engels
(2002), em que ambos recorreram as avaliagdes
do caule ao microscépio, forneceram importantes
informagdes quanto a influéncia da anatomia do
caule na degradabilidade da alfafa.

Engles & Jung (1998), estudaram trés
genotipos de alfafa que diferiram quanto a
digestibilidade do caulein vitro. Nestes materiais,
por meio de avaliages histol 0gicas, descreveram
o efeito da maturidade nos tecidos do caule. Para
verificarem a lignificac@o da parede celular,
utilizaram floroglucinol (0,5 g em HCI 15%), o

Figura 10 - Elétrons-micrografiade varredurade grao de milho triturado grosso (a) efino (b) e, incubados
por 48 h no rimen (c — triturado grosso e d —fino). Fonte: Morais et al. (2007).
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Figura 11 - 1. Secéo transversal de caule de alfafa (sexto entrend) apds coloragéio com reagente de Maule
(1A a1C), e astra blue e safranina O (1D a 1F). Controle —linha 48 (1A e 1D), linhaAC310 (1B e 1E) e
linha ACC305 (1C e 1F). pp= floema primério, px= xilema primério, f= fibras de xilema (x 15). 2. Segdo
transversal de caule de alfafa com tecido em desenvolvimento (2A —x 450), e desenvolvido (2B —x 285),
com reagdo positiva com floroglucinol. xv= vasos de xilema. Fontes: 1. Guo et al. (2001), 2. Engles &

Jung (1998).

qual reage com dois grupos presentes na lignina
(coniferyladehyde e cinnamaldehyde) (Figura 11
2).

Jung & Engels (2002), incubaram (in vitro, 48
h) fragmentos de caule de alfafa em diferentes
estagios de desenvolvimento. No preparo
histol égico, utilizaram o floroglucinol e ruthenium
red (Jensen, 1962), para verificarem, respecti-
vamente, lignina e pectina nos diferentes tecidos.
Os autores concluiram que, para melhorar-se a
qualidade da alfafa, dever-se-ia reduzir a quan-
tidade de lignina depositada no xilema. Na Figura
12, pode-se verificar que, independentemente do

- |
ch

PP

estagio de desenvolvimento, o Unico tecido que
permaneceu indegradavel foi o xilema, bem como
que a alta degradabilidade da pectina deve-se ao
fato desta estar presente em tecidos néo lignifi-
cados.

Os resultados obtidos pelos autores citados
anteriormente, dentre outros, forneceram a base
paraoutros estudos, hos quai s se procura entender
a relacdo causa/efeito na degradabilidade da
forragem, e, como conseqliéncia, a selecdo de
gendtipos de maior potencial qualitativo. Por
exemplo, Tecle et al. (2006), avaliaram cinco
popul agdes de alfaf a oriundas de cruzamentos para

f
i
j
—Ff
X D'

Figura 12 - Secdo transversal de caule de dfafa (a). inicio do alongamento do sétimo entrend e (f).
residuo da degradabilidade in vitro (48 h). (e). entrend desenvolvido e (j). residuo da degradabilidade in
vitro (48 h). ch= clorénquima, e= epiderme, co= colénquima, pi= parénquima, pxv= Xilema primario,
pp= floema primério, x= xilema, pf= fibras de floema. (— 100 um). Fonte: Jung & Engels, 2002.
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resisténcia as doencas, para selecionar genotipos
com maior teor de pectina. Fazendo-seinferéncias
sobre 0 aumento de pectina, pode-se presumir
menor propor¢ao de xilema no caule.

E Jung & Lamb (2006), avaliaram clones de
alfafae concluiram que os gendtipos com alto teor
de fibra em detergente neutro rapidamente
digestivel devem ter entrends pequenos. Enquanto,
os com ato potencial de extensdo de digestdo da
FDN devem possuir entrends longos.

Sem dlvida, faltam estudos que verifiquem a
relagdo causa/efeito das caracteristicas da
forrageira que conferem maior potencial agrond-
mico em relagcdo ao potencia qualitativo. Estudos
estes, que auxiliariam os melhoristas na selecéo
de germoplasmas, visto correlacionarem caracte-
risticas morfol 6gicas com o potencia qualitativo,
a exemplo dos resultados obtidos por MacAdam
& Mayland (2003), com Lolium perenne. Recorda-
se que o nimero de gendtipos disponiveis nos
bancos de germoplasmas é rel ativamente el evado,
0 que impossibilita avaliacbes qualitativas que
realmente os discriminem quanto ao potencial
qualitativo. Além de serem poucos 0s pesquisa-
dores que se dedicam ao melhoramento de
forrageiras, em relagdo aos da area de nutri¢do de
ruminantes, por exemplo.

Forragens com tanino

Em forragens, o alto teor detanino condensado
(TC) é considerado fator antinutricional para
ruminantes, devido causar depressdo no consumo
enadigestibilidade (Barry & Duncan, 1984; Barry
& Manley, 1984). Por outro lado, baixo teor de
TC pode exercer efeito benéfico na nutrigdo de
ruminantes (Beever et al., 1989).

Scalbert (1991), identificou trés mecanismos
gue explicam atoxidez do tanino para os micror-
ganismos, incluindo a inibicdo de enzimas
extracelulares. O estudo de Jones et al. (1994), ao
utilizarem o TC purificado em culturas de
bactérias, contribuiram para elucidar o efeito do
TC na atividade proteolitica de algumas bactérias
ruminais. As observagdes das culturas de bactérias
com e sem TC ao MEV permitiram verificar-se
que o TC alterou a morfologia de Butyrivibrio
fibrisolvens A38 e de Sreptococcus bovis (Figura
13). Possivel mente, segundo osautores, 0 TC entra
nas cél ulas dos microrganismos e, apds reagir com
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os polimeros da membrana, inibem a sintese de
alguns compostos da parede celular, incluindo a
proteina.

Figura 13 - Elétrons-micrografia de varredura
deButyrivibrio fibrisolvensA38 em culturasem
(a,—2 pm) ecom (b, —2 pm) tanino condensado
(100 pg mL2), e de Sreptococcus bovis sem (c,
—5 pm) e com (d, — 5 pm) tanino condensado
(100 pg mL2). Fonte: Jones et al. (1994).

O tanino ocorre natural mente em leguminosas.
Nas temperadas tém sido amplamente estudado,
80 passo que nas tropicais menos informagdes sdo
disponiveis, como é o caso de Arachis spp. e de
Sylosanthes spp. Isto torna necessério estimar-se
o0 efeito biolégico do TC destas forrageiras. A
maior limitagéo paraestes estudosrelaciona-se aos
métodos analiticos. Segundo Reed (1995), nenhum
método apresenta resultados satisfatorios para
analise quantitativa de tanino em relacdo ao efeito
nutricional. Visto que o TC dasleguminosas difere
guanto a habilidade para reduzir a atividade das
enzimas dos microrganismos (Theodorou et al.,
2000).

O tanino ndo esta restrito a algumas familias
dedicotiledéneas, podendo também estar presente
em algumas gramineas (Bernayset al., 1989). Ellis
(1990), demonstrou que o tanino € mais freqiente
em gramineas C4 (NADP-ME), particularmente
em espécies cujo desenvol vimento ocorre em solos
distréficos e deficientes em nitrogénio. O referido
autor observou por meio de estudos anatdmicos,
a ocorréncia de tanino em 39 géneros e 105
espécies de gramineasnaAfricado Sul. No Brasil,
Meirelleset al. (2005), verificaram maioresteores
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para espécies de Paspalum spp. em relacdo a P.
maximum cv. Tanzénia-1 e B. decumbens.

As andlises histoquimicas permitem a
identificacdo dos compostos fendlicos em tecidos
vegetais. Chesselet et al. (1992), concluiram que
0s testes histoquimicos podem ser um método
répido para discriminar entre um grande nimero
de gendtipos, 0s que apresentam tanino nos
tecidos. Apesar de enfatizarem que os resultados
obtidosdevem ser interpretados com cuidado, pois,
ndo identificam os compostos fendlicos que tém
habilidade de precipitar a proteina e, entéo, afetar
a interag@o herbivoro-planta.

As observacgdes de secles transversais de
laminas foliares de oito gendtipos de Paspalum
spp. indicaram diferencas entre estes quanto a
presenca de compostos fendlicos nas células.
Pode-se observar na Figura 14 que ocorreu reagcdo
positiva com safranina O nas células daepiderme.
Este resultado é semel hante ao verificado por Ellis
(1990), o qual atribuiu areacdo positivaapresenca
detanino. Para estes estudos varios métodos estdo
relatados na literatura, dentre estes Johansen
(1940), Mace & Howell (1974), Gahan (1984) e
Harbone (1989).

Um estudo mais detalhado com Iaminas
foliares de Paspalum spp., ou sgja, observactes
ao microscopio do residuo da degradacdo de
|aminas foliares, permitiriam verificar-se se a
reacdo observada com safranina-O nas células da
epidermeinterfere no desaparecimento detecidos.
Arachis spp., Paspalum spp. e Slylosanthes spp.
s8o forrageiras promissoras para determinadas
areas do Brasil, como Acacia aneura para a
Austrdlia, e ambas apresentam tanino. Norton
(2000), sugeriu que os estudos relacionados ao
tanino podem, no futuro, permitir o desenvol-

vimento de inocul antes que modificam ou inibem
a acdo de taninos no rdmen.

Considerando-se que um dos objetivos dos
pesquisadores da area de forragicultura seja
melhorar a qualidade da dieta dos animais em
pastejo e o suprimento de nitrogénio para as
gramineastropicais, asele¢do deleguminosascom
baixo teor de tanino passa a ser uma necessidade.
Neste sentido a microscopia pode auxiliar na
discriminagdo de gendtipos promissores.

Grao de milho

A bibliografia apresenta extensa informagdo
guanto aos aspectos relacionados a utilizagéo do
amido por ruminantes, quanto as caracteristicas
fisicas e quimicas dos gréos de cereais que inter-
ferem no valor nutritivo (Huntigton, 1997; Owens
et al., 1997 e Barneveld 1999, dentre outros).
Botanicamente, 0s gréos de cereais possuem
atributos semelhantes, mas poucas caracteristicas
entre duas espéci es e variedades sdo idénticas. Os
grénul os de amido s8o estruturas organi zadas, nos
quais as mol éculas de amilose e amil opectina sao
ligadas por pontes de hidrogénio. E os teores
destes carboidratosinfluenciam nadigestibilidade
do amido (Dreher et al., 1984). Gréos de cereais
que apresentam maior teor de amilopectina que
amilose sdo mais digestiveis (Kotarski et al.,
1992). Por meio da microscopia 6ptica podem-se
identificar os gréos que apresentam maior teor de
amilo-se, teste de iodide (Berliyn & Miksche,
1976).

Este método pode auxiliar tanto na compre-
enséo de resultados obtidos em estudos de
digestibilidade quanto na selecdo de gendtipos de
cereais. A propor¢do de amilose no amido pode

Figura 14 - Secéo transversal de l&mina foliar de Paspalum spp. (a. P96 e b. P11). — Reagdo positiva

com safranina O nas células da epiderme adaxial e abaxia de P96 (— 10 um).
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variar de 0 a 80% em fungdo da espécie e de
variacbes genéticas dentro destas. Em cereais
normais, a amilose representa de 20 a 30% do
amido, ao passo que Nos cerosos o teor € baixo ou
inexistente (Rooney & Pflugfelder, 1986).

Por meio de MEV, pode-se observar que a
forma com que os microrganismos degradam os
grénulos de amido é diferente, reflexo da compo-
sicdo da parede celular e sua interacdo com a
matriz protéica e da acdo dos diferentes micror-
ganismos. McAllister et al. (1990), observaram
que S bovis 26, apos 4 h de inoculagéo, coloni-
zaram o granulo de amido e que ap6s 12 h os
granulos foram removidos, ao passo que a matriz
protéica do endosperma permaneceu intacta.
(Figural5 aeb). Jaaacdo de R amylophillus no
amido foi maislocalizadado que aobservadacom
S. bovis, sendo que apos 24 h de incubagdo o
interior dos grénulos foi digerido (Figura 15 c).
Ja na degradac@o do grénulo de amido de trigo
por S bovis, ocorreu maior erosdo da parede em
relagdo a observada no milho (Figura 15 d).

Como as bactérias aminoliticas exibem habi-
lidades diferentes para degradar os gréos de
cereais, cuja degradacdo também depende em
parte das espécies de cereais, as observagdes ao
MEV do residuo da digestdo podem auxiliar na
interpretacdo dos resultados obtidos com
desempenho animal. Cone et al. (1989), verifica-
ram que o grau de degradacdo do amido de 23
fontes de alimentos variou consideravel mente apés

seishorasdeincubacdo invitro, o quefoi atribuido
as propriedades do amido. Mas, ao se verificar a
vel ocidade de degradacdo do amido, além das suas
propriedades, deve-se considerar também as
diferengas na matriz protéica, o ou B-zeina.

Philippeau & Michalet-Doreau (1997), ao
avaliarem dois hibridosde milho diferentes quanto
atextura do endosperma, dentado com 48,1% de
endosperma vitreo e o duro (ou cristalino) com
72,3%, observaram degradabilidade do amido de
61,3 e40,1%, respectivamente. Estudos anteriores,
nos quais se utilizou a microscopia, permitiram
elucidar os resultados obtidos pelos autores
anteriormente citados. No endosperma vitreo, os
granulos de amido séo envolvidos pela matriz
protéica, a qua limita a agdo de enzimas hidro-
liticas. J& no gréo farinéceo, a matriz protéica é
mais descontinua, tornando os granulos de amido
mais acessivels as bactérias ruminais (Kotarski et
al., 1992).

Na Figura 15, pode-se observar que a matriz
protéica do endosperma do milho permaneceu
intacta apds 12 horas de incubagdo, ao passo que
osgrénulos de amido foram removidos. De acordo
com McAllister et al. (1993), amatriz protéicado
endosperma de milho é extremamente resistente a
digestao pelos microrganismos do rumen.
Enquanto na cevada outros fatores, tais como os
carboidratos da parede celular do endosperma,
mais que amatriz protéica, podem limitar o acesso
dos microrganismos aos granulos de amido.

Figura 15 - Eletrons-micrografia de varredura de granulo de amido de milho ap6s 4 h (a) e 12 (b) de
incubagdo com Sreptococcus bovis 26, () apds 24 h de incubagdo com Ruminococcus amylophillus 70,
e (d) granulo de amido de trigo incubado por 72 h com S bovis. Fonte: McAllister et al., 1990.

© 2007 Sociedade Brasileira de Zootecnia



Avancos metodolégicos da microscopia na avaliagdo de alimentos 327

Os granulos de amido do sorgo também
apresentam a matriz protéica resistente a degra-
dacdo rumina (McAllister et al., 1994). De acordo
com Spicer et al. (1986), aresisténciaadegradacdo
damatriz protéicado milho e sorgo contribui para
a uma menor taxa de passagem do amido para o
intestino em bovinos consumindo estes gréos,
guando comparado aquel es individuos consumin-
do cevada.

A microscopia pode ser também uma
ferramenta (til para se avaliar o efeito do dano
mecéanico nos graos pelo processamento. Ao MEV,
McAllister et al. (1993), observaram que mesmo
ap6s a moagem do milho os granulos de amido
permaneceram na matriz protéica, o que pode em
parte, explicar os resultados obtidos entre
degradacdo do amido e caracteristicas fisicas do
gréo de milho.

A bibliografia (nacional einternacional) érica
em artigos sobre a degradabilidade do amido de
milho. No entanto, poucos estudos fazem refe-
rénciaao gendtipo utilizado, sefarinéceo, dentado,
duro ou ceroso, dentre outros. Por outro lado, as
tabelas de composicédo quimica de alimentos,
geralmente utilizadas como base para a confeccéo
de racles, também ndo fazem distingdo entre os
diferentes geno6tipos. Varios langcamentos de
variedades de milho tém ocorrido ao longo dos
anos, como por exemplo a Embrapa Milho e
Sorgo, que langou recentemente as variedades de
milho Quality Protein Maize (QPM), BR451,
BR473 eBR2121, todas variedades farindceascom
endosperma vitreo.

Neste sentido, as avaliagbes a0 microscopio
podem auxiliar no entendimento do processo de
degradacéo ruminal e nas suas respectivas
implicagBes, por doismotivos: o primeiro, baseado
em Taylor & Allen (2005), é o fato de o tipo de
endosperma do gréo de milho influenciar o loca
de digestéo do amido, o que faz com que se deva
considerar este efeito no balanceamento de racoes
experimentais; ja o segundo deve-se ao fato que
Garcia-Lara et al. (2004) sugeriram, de que 0s
mecanismos estruturais que conferem resisténcia
a0 gréo de milho contrainsetos no armazenamento
deveriam ser considerados em programas de
melhoramento. Ou seja, devem-se elevar osteores
de &cidos hidroxycinnamic no pericarpo e de
compostos fendlicos na camada de aleurona.
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