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Anatomia Quantitativa e Degradacdoin vitro de Tecidos em Cultivares deCapim-
Elefante (Pennisetum purpureum Schumach.)

Claudio José Freixieiro Alves de Britol, Roberto Antonio Rodella?, Francisco Carlos
Deschamps3, Yedo Alquini4

RESUMO - Neste trabalho quantificaram-se as principais alteragfes histoldgicas ocorridas em cultivares de capim-elefante
(Pennisetum pur pureum Schumach.), em trés estadios de desenvolvimento. A degradacéo dos tecidos foi avaliada apds incubagdo em
liquido ruminal debovinos. As porcentagens detecidos presentes em colmo, quilha, limbo e bainhafoliaresforam determinadas. A quilha
e 0 colmo apresentaram maior proporcao de tecido lignificado, enquanto o limbo foliar, maior quantidade de tecido epidérmico e tecido
vascular ndo-lignificado. O tecido parenquimético foi encontrado em menor proporgao na bainha foliar, principalmente pela presenca
do aerénquima, apartir dasegundacoleta. A proporcéo detecido lignificado aumentou com amaturidade do vegetal, sendo maisacentuado
em colmos e limbos. Entre as principais alteracdes, destaca-se a grande area de degradac&o encontrada na bainha foliar, mesmo com o
envelhecimento dos tecidos. Isto foi associado a presenga do aerénqui ma encontrado nos estadios de desenvol vimento mais avancados.
Os estdmatos favoreceram a penetragdo dos microorganismos nos tecidos mais internos da folha (mesofilo). O espessamento e a
lignificacdo da parede celular ocorreram com o envel hecimento das plantas, acompanhado de reducdo na érea de degradacdo dos tecidos.
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Quantitative Anatomy and in vitro Tissue Degradation in Elephant Grass
(Pennisetum purpureum Schumach.) Cultivars

ABSTRACT - In this research, the main histological changes that occurred in cultivars of elephant-grass (Pennisetum purpureum
Schumach.) at three development stages were determined. The tissue degradation was eval uated after incubation in cattle ruminal fluid. The
percentage of tissues presented in the stem, keel, leaf limbo and sheath were determined. The keel and the stem presented greater proportion
of lignified tissues, while theleaf limbo presented higher amount of epidermal and non-lignified vascular tissues. The parenchymal tissuewas
found in minor proportion on the leaf sheath, mainly by the presence of aerenchyma, from the second collection. The proportion of lignified
tissuesincreased with thegrassmaturity, being moreaccentuated in stemsand limbo. Among themain changes, stand out thegreater degradation
area found for leaf sheath, even with the tissue become older. This was associated with the presence of aerenchyma found in the advanced
development stages. The stomata propitiated intrude of the microorganismsin the most internal leaf tissues (mesofilo). The thickness and
lignification of the cell walls occurred as the grass become older, getting along with the reduction in the tissue degradation area.

Key Words: plant anatomy, tissue degradation, forage, lignin, cell wall, ruminant

Introducéo

O capim-elefante (Pennisetum purpureum
Schumach.) € uma das forrageiras mais utilizadas para
alimentacéo de bovinos em regifestropicais, tendo sido
bastante estudado quanto as suas caracteristicas agro-
ndmicas e nutricionais (OTERO, 1961; ANDRADE e
GOMIDE, 1971; e CORSI, 1972). Entretanto, poucos
traba hos foram realizados rel acionando as caracteristi-
cas anatdmicas com 0s processos de digesto ruminal.

Estudos da anatomiafoliar e suas relagdes com o

valor nutricional de plantasforrageiras foram relata-
dos por WILKINS (1972), WILSON (1976),
RODELLA et al. (1982,1984), VENTRELLA et al.
(19974, 1997b) e ALVES DE BRITO et al. (1997).
Nesses trabalhos, verificou-se a possibilidade de se
associar apropor¢ao detecidosesclerenquiméticose
vasculares a qualidade nutricional de uma espécie
forrageira. AKIN et al. (1973) constataram que a
presenca ou a quantidade de determinados tecidos
influi na digestibilidade de uma forrageira, sugerindo
diferenciadas taxas de degradacdo em relagdo aos
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diferentes tecidos vegetais. De modo geral, verifica-
se que maiores quantidades de tecidos lignificados e
esclerenquimaticos proporcionam menores taxas de
digestibilidade (WILSON, 1976; ALVESDEBRITO,
1997; ALVES DE BRITO et al., 1997; e
VENTRELLA et al., 1997a e 1997b.).

A importancia da determinacdo das porcenta
gens dos distintos tecidos presentes nos diferentes
Orgdos vegetativos esti associada com a &rea e 0
peso seco destes tecidos em cada 6rgao (AKIN et
al., 1983; AKIN, 1989; e WILSON, 1993).

Com o envelhecimento do vegetal, ocorre
espessamento e lignificacdo das paredes celulares,
principalmente nas regides dos feixes vasculares,
reduzindo assim as areas de digestdo dos tecidos
(AKINet a.,1973; HANNA et al., 1973). WILKINS
(1969) observou que alguns tecidos permanecem
intactos, mesmo apos prolongado tempo de digest&o
in vitro, indicando que as caracteristicas anatdbmicas
daplantalimitam a degradacdo dostecidos vegetais.

O uso de técnicas microscopicas naavaliagdo da
digestdo de forrageiras é importante ferramenta que
auxilianaelucidagdo defatoresqueinfluenciam asua
degradacdo pelos microorganismos do rimen. Em
estudos de microscopia sdo encontradas diferencas
naanatomia daplantaedosgradientesdelignificagéo
que afetam a digestibilidade entre espécies e partes
da planta (AKIN, 1989).

No presente trabalho, acompanhou-se o cresci-
mento de trés cultivares de capim-elefante, determi-
nando-se a porcentagem dos diferentes tecidos pre-
sentes nafolha e no colmo, avaliando a sequiéncia de
degradac&o dostecidos apésaincubagdoinvitro em
liquido rumind de bovinos.

M aterial e M étodos

Os cultivares (Roxo, EMPASC 307 Testo e
EMPASC 309 Areia) de P. pur pureum Schumach.
foram implantados na Estacdo Experimental da
EPAGRI, Municipio de Itgjai - SC, encontrando-se
sob mesmas condicdes edafoclimaticas.

As amostras col etadas com cinco repeticdes por
cultivar constituiram-se de fragdes de colmo, bainha
e lamina foliar apds 4, 8 e 16 semanas do corte de
uniformizagdo realizado a30 cmdo solo, efetuado em
16/11/1994. Uma vez coletadas, as amostras foram
fixadas em F.A.A. 50% (JOHANSEN, 1940).

Na primeira coleta, foram retiradas fragdes da
por¢do medianadalaminae bainhafoliar, daterceira
folha com ligula exposta, contando-se a partir do

apice da planta. A amostra de colmo foi retirada da
porcdo mediana do entrend recoberto pela referida
bainha. Na segunda coleta, asfragdesforam retiradas
da quinta folha e, na terceira coleta, da décima
primeirafolha, seguindo-se os mesmos procedimentos
realizados na primeira coleta.

Para o estudo anatbmico quantitativo, as amos-
tras foram emblocadas em glicol metacrilato (GMA)
JB-4 (Polysciences, Inc.). Posteriormente, foram
seccionadas transversal mente em micrétomo rotato-
rio, distendidas em &gua e coradas, utilizando-se
solucdo aquosade FucsinaBasica0,0125% e Azul de
Astral% (ALVESDE BRITO e ALQUINI, 1996).
A lamina foliar foi dividida em duas regides: quilha
(nervura central) e limbo (asa), de acordo com a
terminol ogia proposta por METCALFE (1960). Jun-
tamente com o colmo e a bainha foliar, as sec¢es
foram desenhadas com auxilio de microscopio de
projecdo e os tecidos mensurados em mesa
digitalizadora, acoplada a microcomputador, como
descrito por ALVES DE BRITO (1997).

Os tipos de tecidos foram separados de acordo
com a natureza das paredes celulares, considerando
a seguinte divisdo: tecido epidérmico (excluindo-se
tricomase célulasbuliformes), tecido parenquimético
(incluindo célulasbuliformes e bainhaparenquimética
do feixe vascular), tecido vascular lignificado +
esclerénquima (incluindo xilema, fibras, bainhas
esclerenquimaticas e outras células presentes nos
feixes vasculares que apresentassem parede celular
de natureza lignificada) e tecido vascular ndo-
lignificado (incluindo floema e outras células presen-
tes nos feixes vascul ares que apresentassem parede
celular de natureza celul 6sica).

As células buliformes (Figura 2-A), apesar de
pertencerem ao tecido epidérmico, apresentam gran-
de parte de seu volume situada no mesofilo. Suas
paredes, bem mais delgadas que as epidérmicas
(CARO e SANCHES, 1969; ESAU, 1982), asseme-
Ilham-se muito as célulasdo mesofilo e, por isto, foram
incluidas na porcentagem de tecido parenquimatico
do limbo foliar.

O aerénquima, quando presente, foi mensurado e
subtraido dadreadetecido parenquimaticodabainhafoliar.

Os dados obtidos da andlise anatdmica quantita-
tiva foram transformados em arc serw/x e, posterior-
mente, submetidos a andlise de variancia, sendo as
médias comparadas por intermédio do teste Duncan
a 5% de probabilidade.

Para se proceder aos estudos da degradagéo in
vitro, foram utilizados tubos de ensaio contendo 6 ml
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da solucdo de McDougall (McDOUGALL, 1948)
mantidos a 3%°C, onde foram colocadas as fracdes
em estudo (porgdes de 0,1-0,2 cm de colmo, bainha e
laminafaliar). O liquido rumind foi coletado de bovinos
adultos da raga holandesa, filtrado em tecido fino e
levado ao laboratdrio a 39°C, sob ambiente de CO,. A
seguir, foram adicionados 4 ml deliquido rumind diluido
em solucdo de McDougall naproporcéo 1:1 e mantidos
sobremesaagitadoraem estufaa39°C. Asamostrasdo
materia foram coletadas apds 6, 24 e 48 horas de
incubagdo, fixadas em glutaraldeido 3% com tampéo
fosfato por quatro dias e desidratadas em etanol, na
sequiéncia de concentracéo de 10, 30, 50 e 70%, onde
foram mantidas até o processamento final do material.
Para determinagéo da degradacéo dos tecidos,
estas amostras foram emblocadas em glicol
metacrilato e coradas como descrito para a
mensuragdo dos tecidos. Paralelamente, prepara-
ram-se amostras do materia digerido para observacéo
em microscopia eetrénica de varredura (MEV), por
meio da desidratagdo via ponto critico com CO,,
metalizacdo com ouro, sendo, posteriormente, observa-
dasem microscdpio Philips SEM 505, junto ao Centrode
Microscopia Eletrénica da UFPR-Curitiba-PR.

Resultados e Discussao

A extensdo da digestdo dos tecidos vegetais
depende da maior ou menor facilidade com que os
microorganismos tém acesso aos tecidos mais pro-
fundos. Dessa maneira, a agdo dos microorgani smos
ao longo dos tecidos depende do arranjo, do
espessamento e da composic¢éo da parede celular.

As espécies forrageiras tropicais, entre elas o
capim-elefante, apresentam grande potencial de pro-
ducéo. Entretanto, a acumulacdo de matéria seca ao
longo do crescimento da planta é acompanhada do
espessamento edo aumento delignificagdo daparede
celular, comprometendo, assim, sua qualidade como
alimento para os ruminantes.

No presente trabalho, encontrou-se maior
percentual de area de tecido lignificado e menor de
tecido parenquimético no limbo e naquilhado cultivar
307 Testo (Tabela 1), sugerindo menor potencia de
degradacéo ruminal nas laminas foliares deste culti-
var. A quilha e o colmo foram as estruturas onde as
areasdetecidoslignificadosestavam maispresentes.
No colmo, a &rea de lignificacdo pode ser associada
apresencada bai nha esclerenquimatica que circunda
os feixes vasculares (Figura 1-E). A lignificag&o e o
espessamento da parede celular ocorre
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concomitantemente a maturacéo fisiol6gica dos ve-
getais e de forma mais acentuada nas gramineas.
Estas caracteristicas apresentam implicagdes na uti-
lizacdo do material vegetal, quando destinado a ali-
mentagao de ruminantes (WILSON, 1993).

A bainha foliar apresentou menor quantidade de
tecido parenquimatico em relagdo as demais estrutu-
ras (Tabela 1), em parte devido a formagdo do
aerénquimano mesofilo, observado apartir dasegun-
da coleta (8 semanas). A presenca do aerénquima,
definido como estrutura cuja finalidade é proporcio-
nar ambientefavordvel atrocade gases, pode contri-
buir para facilitar a degradacdo da bainha. Neste
caso, a desagregacéo do tecido facilita a dissemina-
¢&o dos microorganismos ruminais (AKIN, 1993), ja&
gue o aerénguima forma lacunas, originadas pelo
rompimento de células do parénquima (Figura 1-B).

A érea ocupada pelo tecido epidérmico apresen-
tou pequena variacdo entre os cultivares estudados
(Tabelal). Suapresencaémaisfortemente observa-
danolimbo foliar, em parte devido ao maior tamanho
de células deste 6rgao, em relacdo as demais estru-
turas (Figura 2-A). Com relagéo ao tecido vascular
ndo-lignificado, verificou-se que apenas no colmo
com média de 1,5%, ocorreram diferencas entre os
cultivares (dados ndo mostrados) e que o limbo foliar
apresentou maior propor¢ao deste tecido (média de
2,5%). Representando o floema, este tecido dispensa
mai ores consi deragdes no contexto do presente estu-
do, jAque a &rea ocupada pel o tecido (pouco mais de
1%) é pouco expressiva quando comparada a dos
demais tecidos (Figuras 1-B e 2-C).

A determinagdo da area ocupada pel os principais
tecidos dessas gramineas forrageiras permite obser-
var algumastendénciasbastantedefinidas; entreelas
o fato de que a &rea ocupada pelo tecido epidérmico
tende adiminuir com o crescimento das plantas, espe-
ciamente naquilha e no limbo, onde é maior apartici-
pacéo deste tecido (Tabela 1). Tendéncia inversa é
observadaparao tecido lignificado, cujaareaocupada
aumenta com a idade da planta, tanto na laminafoliar
(limbo + quilha) quanto no colmo. Por outro lado,
parece ndo haver tendéncia téo definida para a &rea
ocupada pel o tecido parenquimatico, jaque os valores
pouco se alteraram nos diferentes 6rg&os dos cultiva-
resao longo do crescimento. Asalteragdes marcantes
observadas nabai nha estdo mai s associadas a presen-
cado aerénquima (Tabela l). Dessamaneira, amedi-
da que a planta se desenvolve, 0 aumento da area de
lignificac&o podejustificar areducéo naéreadetecido
epidérmico, pelo menos em termos percentuais.
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Tabela 1- Porcentagem dos diferentes tecidos presentes na folha e no colmo de cultivares de Pennisetum

purpureum, ao longo de trés periodos de crescimento (4, 8 e 16 semanas de rebrote)

Table 1 - Different tissue percentage present in Pennisetum purpureum leaves and stems, in three growing periods (4,
8 and 16 weeks after sprouting)
Cultivar Semana Limbo Quilha Bainha Colmo
Week Limbo Ked Sheath Sem
Tecido vascular lignificado + esclerénquima
Lignified vascular tissue + sclerenchyma

42 84+0,7b 149+21a 68+06b 84+0,7c
307 Testo 8 85+0,7b 11,0+ 14b 56+06¢C 100+22b

162 127+12a 146+ 08a 83+13a 120+09a

42 79+11c 114+14b 68+05b 115+15b
Roxo 8 94+0,7b 125+11a 6,7+£05b 145+08a

162 10,7+06a 116+08b 72x05a 146+13a

42 66+10b 102+15¢c 62+07b 74+12c
309 Areia 82 94+15a 13,7+0,7a 62+12b 129+ 13b

162 93+12a 131+08b 75+03a 146+14a

Tecido epidérmico
Epidermal tissue

42 148+23b 41+09a 32+06¢C 06+01a
307 Testo 8 163+10a 26+03b 35+06b 08+01a

162 137+16¢C 20+x09c 40+10a 08+02a

42 193+21b 36+08a 41+06a 06+01a
Roxo 82 159+27a 29+06b 36+03b 07+01a

162 145+17¢c 19+02c 33+04b 07+01a

42 148+25¢c 40+05a 38+x05a 06+01a
309 Areia 8 169+19a 37+05b 40+£0,7a 08+01a

162 157+23a 28+04c 30+£03b 09+02a

Tecido parenquimético
Parenchymal tissue

42 745+25a 792+28¢ 89,2+0,7a 852+50b
307 Testo 8 730+10a 844+23a 56,1+1,7b 879+23a

162 701+28b 81,0+£29b 533+26¢C 850+13b

42 723+39a 845+15b 870+23a 876+20a
Roxo 82 722+24a 835+15a 519+24c 829+09b

162 729+31a 854+09c 535+46b 829+13b

42 752+27a 848+17a 89,0+10a 883+t24a
309 Areia 8 725+0,7b 823+20b 492+21c 849+13b

162 720+30b 819+26Db 518+46Db 828+16¢C

Médias, na coluna e em cada cultivar, seguidas de diferentes letras sdo diferentes.
Means, within a column and in each cultivar, followed by different letters are different.

Mesmo sem ter sido possivel quantificar, em
parte, a area de tecido degradado, porque algumas
estruturas simplesmente desapareceram ao longo do
processo de degradacdo ruminal, foi possivel obser-
var visualmente que a esta area diminuiu com o
envelhecimento da planta. A bainha foliar foi exce-
¢do, por ter apresentado acentuado aumento na érea
de degradacdo, o qual foi atribuido a presenca do
aerénguima (Figura 1-B e C). Aslacunas, represen-
tadas pelo aerénquima, favoreceram a movimenta-
¢do dos microorganismos no interior do mesofilo,
umavez que o rompimento das célulasque circundam
taislacunas serviram como ponto inicial ao ataque da
biotaruminal as paredescelulares. Isto ndo foi obser-
vado na primeira coleta, j& que 0 aeréngquima ainda
n&o estava presente, havendo retardamento do ata-

gue as paredes celulares do mesofilo (Figura 1-A).
Houvemaior areadetecido degradado com o aumen-
to do tempo de incubacéo, permanecendo apenas 0s
tecidos maisresistentes, como também foi observado
por WILKINS (1969).

As &reas mais resistentes compreenderam, basica-
mente, o Xilemae o esclerénquima (Figuras 1-B e 2-C),
a bainha esclerenquimética (Figura 1-C e E), abainha
parenquimaética(Figura2-B eD) eaepiderme (Figuras
1-C, 2-B e C). Com autilizagdo daMEV, foi possivel
observar que a biota ruminal digeriu quase que total-
mente o tecido parenquimatico (Figura 2-E), perma-
necendo os feixes vasculares limitados pela bainha
esclerenquimatica (Figura 2-G).

Na bainha foliar, observou-se que, nos periodos
mais longos de incubagéo, os feixes vasculares fica-
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Figural- Seccdes transversais de P. purpureum. Cv. 307-Testo. A - Bainha foliar ndo incubada; B - Apds 24 h de incubacéo;
C - Ap6s 48 h; D- Colmo apds 6 h; E - Apds 24 h; F- Apos 48 h. Epiderme adaxial (ED); epiderme abaxial (EB);
parénquima (PA); aerénquima (A); esclerénquima (S); xilema (X); floema (F); bainha esclerenquimatica (BE).

Figure 1 - Cross-sections of P. purpureum. Cv. 307-Testo. A- Leaf sheath non-incubated; B- Incubated for 24 h; C - For 48 h; D - Stem for
6 h; E - For 24 h; F - For 48 h. Adaxial epidermis (ED); abaxial epidermis (EB); parenchyma (PA); aerenchyma (A); sclerenchyma
(S); xylem (X); phloem (F); sclerenchyma bundle sheath (BE).
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ram sustentados apenas pela epiderme da face
abaxial, pois a epiderme da face adaxial foi par-
cial (Figura 1-C) ou totalmente digerida
(Figura 2-F e G). Isto comprova que a epiderme,
juntamente com a cuticula (Figura 2-B e C),
representa barreira a aderéncia e penetracéo dos
microorgani Smos ruminais, conforme sugerido por
AKIN et al. (1973), HANNA et al. (1973) e
LATHAN et al. (1978). Foi observado, também,
gue os estdmatos presentes na epiderme de bainhas e
l&minas foram utilizados pel osmicroorganismos como
viade acesso aostecidos maisinternos. O processo de
degradac&o iniciou-se pela camara sub-estomética,
avancando através do mesofilo (Figura 2-D). A utiliza-
¢do dos estbmatos como porta de acesso ndo foi
encontrada na literatura.

MONSON eBURTON (1972) observaram quea
fragmentac&o experimental da cuticula, com autiliza-

¢ao de abrasivos, aumentou expressivamente a diges-
téo das forragens. Entretanto, esses autores ndo rela-
cionaramaimportanciaou aparticipacéo dosestomatos
no processo de digestdo dos tecidos. Deve ser consi-
derado que asobservagbesdo presentetrabalho foram
realizadas com os materiais intactos. Na alimentacéo
dos ruminantes, o processo de ruminacdo garante a
dilaceracdo parcial dos tecidos, expondo maior area
paraaagdo dos microorgani Smos e descaracterizando
parcialmente a barreira imposta pela cuticula.

Foi possivel constatar que o potencial dedegrada-
¢ao apresentou a seguinte ordem decrescente: tecido
parenquimético > floema > epiderme > bainha
parengui mética > xilema e esclerénquima, estando de
acordo com as sequéncias de degradag&o apresenta-
das por AKIN et al. (1973), HANNA et a. (1973),
AKIN e BURDICK (1975), AKIN e BURDICK
(1981), AKIN et al. (1990) e WILSON (1993).

Figura 2 - Seccdes transversais de P. purpureum. Cv. 307-Testo. A - Limbo foliar ndo incubado; B - Apos 6 h de incubagéo; C
-Ap6s48h;D-Apds 6 h; E - Bainhafoliar ap6s 24 h (MEV); F e G - Apds 48 h (MEV). Epiderme adaxial (ED); epiderme
abaxial (EB); células buliformes (CB); bainha parenquimatica (BP); cuticula (C); parénquima (PA); esclerénquima
(S); xilema (X); floema (F); estdmato (E); camara sub-estomatica (CS); bainha esclerenquiméatica (BE).

Figure 2 - Cross-sections of P. purpureum Cv. 307-Testo. A - Leaf limbo non-incubated; B - Incubated for 6 h; C - For 48 h; D - For 6 h;
E - SEM of leaf sheath for 24 h; F and G - SEM for 48 h. Adaxial epidermis (ED); abaxial epidermis (EB); buliform cells (CB);
parenchymabundle sheath (BP); cuticle (C); parenchyma (PA); sclerenchyma (S); xylem (X); phloem (F); stomata (E); substomatal

chamber (CS); sclerenchyma bundle sheath (BE).
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Conclusdes

A éarea ocupada pelo tecido lignificado aumentou
com o crescimento das plantas, tanto nas folhas
guanto no colmo.

A degradacéo dos tecidos presentes nas diferen-
tes estruturas diminuiu com a idade da planta, com
excecdo da bainha foliar, que, devido a presenca do
aerénguima, tem sua areade degradagdo aumentada.

A andlise anatdbmica quantitativa dalaminafoliar
sugere que o cultivar EMPASC 307 Testo apresenta
qualidade inferior como forrageira.

Considerando a &rea ocupada e também a diges-
t&o dos principaistecidos, ndo houve diferengas entre
os cultivares.
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