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RESUMO

Objetivou-se avaliar as caracteristicas morfo-
anatémicas de cinco gendtipos de milho normais
(F2, Lu16, F271, Lu5 e Lu6) e cinco bm3 (F2bm3,
Lu16bm3, F271bm3, Lu5bm3 e Lu6bm3) com
inferéncia a qualidade para silagem cultivados em
Druelle-Franga, em parcelas de 150 m? durante o
periodo de maio a setembro de 2002 (150 dias).
Todas as avaliagbes foram realizadas no entrend
abaixo da espiga principal. O delineamento expe-
rimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com cinco repeti¢des por tratamento. Os gendtipos
apresentaram diferengas significativas quanto
aos aspectos anatdmicos, sendo que todos os
genotipos bm3 apresentaram menores quanti-
dades de células lignificadas tanto na regido
medular (1,24) quanto na regido do coértex (1,72).
Observou-se correlagédo positiva (r= 0,70) entre
a quantidade de células lignificadas da regido
medular e a porcentagem de regido medular.
Também houve correlagédo positiva (r= 0,67) e
negativa (r= -0,67), entre a espessura da parede
celular com a % de xilema e com a % de floema,
respectivamente. Os resultados encontrados
estdo coerentes aos tipos de linhagens estudadas,
pois as linhagens bm3 sao caracterizadas por
apresentarem menores proporgdes de lignina
quando comparados com genotipos normais.

SUMMARY

The objective was to evaluate the morpho-
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anatomical characteristics of ten genotypes of
corn to silage, five normal (F2, Lu16, F271, LU5
and LU6) and five bm3 (F2bm3, Lu16bm3,
F271bm3, Lusbm3and Lu6bm3), grown in Druelle-
France, in plots of 150 m? during the period from
May 2002 to September 2002, totaling a period of
150 days. All evaluations were performed in
internode below the primary ear. The experimental
design was completely randomized, with five
replications per treatment. The genotypes showed
significant differences on the anatomical aspects
evaluated, and that all bm3 genotypes showed
lower amounts of both lignified cells in the medullar
region (1.24) as in the cortex (1.72). The statistic
analysis pointed positive correlation (r= 0.70)
between the amount of lignified cells in the medullar
region and the percentage of medullar region.
There was also positive correlation (r= 0.67)
between the thickness of the cell wall with the
xylem % and negative correlation (r= -0.67)
between the thickness of cell wall with the phloem
%. The results are consistent to the types of
strains studied, because the bm3 lines are
characterized by smaller proportions of lignin
compared to normal genotypes.

INTRODUCAO

O milho é uma das forrageiras mais im-
portantes e versateis destinadas a con-
fecgdo de silagem (Castillo et al., 2009).
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Diante disto, a pesquisa atual busca em
suas variedades, boa producao de matéria
seca, precocidade, resisténcia contra agen-
tes externos e conseqiientemente, bons
valor nutritivo (Barriére et al., 1992). Entre-
tanto, existem fatores que limitam a
qualidade da forragem e, estes sdo complexos
e interativos (Akin, 1989). Por exemplo, o
envelhecimento dos tecidos dos vegetais e
a conseqiiente reducdo na digestibilidade
sdo fendmenos intimamente associados.
Com o avango da maturidade fisiologica, as
forrageiras acumulam maior quantidade de
matéria seca, ganhando altura pelo alonga-
mento do colmo e folhas. Nos tecidos das
plantas, observa-se a redu¢do do lume das
células, pelo espessamento da parede celu-
lar, com a conseqiiente ampliacdo da area
ocupada pelo tecido vascular lignificado
(Wilson, 1993; Alvares de Brito et al., 1999;
Alvares de Brito e Rodella, 2002; Paciullo et
al.,2002; Ferreiraetal.,2007).

As células dos vegetais sdo compostas
por dois tipos de parede celular, a parede
primaria (PP) e a parede secundaria (PS). A
PP ¢ estreita e consiste de uma variedade
complexa de carboidratos (celulose, hemice-
lulose e pectina) e proteinas (glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina e proteinasricas em
glicina e prolina) que interagem uns com os
outros (Baucher et al., 1998). Os precurso-
res de carboidratos sdo sintetizados e trans-
portados intracelularmente via sistema
endomembrana e unidos extracelularmente.
Na expansao celular, esse mecanismo favo-
rece a mudancas na parede celular. Esta
transi¢cdo ¢ devido ao acumulo de polissa-
carideos distintos daqueles da parece celu-
lar primaria (ndo pectina, mas um incremen-
to na soma de celulose altamente cristalina
ehemicelulose) e deposi¢do de lignina. Neste
periodo de transicao, a célula perde a maior
parte de sua elasticidade, seu teor em agua
diminui progressivamente e inicia-se a
formagdo da PS. As PS lignificadas sdo
caracterizadas pelaalta for¢a ténsil e também
por serem hidrofobicas (Iliyama ez al., 1994).
Desta forma, paredes de células mais

lignificadas tendem a ser mais espessas
quando comparadas com outras menos
lignificadas.

Dos componentes da parede celular a
lignina apresenta o principal efeito negati-
vo sobre a degradacdo ruminal (Terry e
Tilley, 1964; Jung e Vogel, 1986). A lignina
¢ depositada principalmente na parede ce-
lular dos tecidos envolvidos no mecanismo
de suporte ou na condugao de dgua (princi-
palmente xilema, mas também esclerénquima,
fibras do floema e periderme). Além disto, a
lignina apresenta papel de protecdo,
atuando como barreira fisicoquinica contra
patdgenos e/ou em resposta ao estresse, tal
como ferimentos (Yamamoto ez al., 1990).
Segundo Deschamps (1999), a lignificacao
influencia a digestdo do colmo mais
drasticamente do que a digestao das folhas.

Um dos principais objetivos da caracte-
rizagdo morfo-anatomica dos colmos de
variedades genéticas de milho ¢ melhor
compreender como essas caracteristicas
podem afetar o consumo e a digestibilidade
da parede celular e, suas possiveis
correlagdes com os tecidos existentes na
planta. Segundo Wilkins (1972), algumas
paredes celulares em gramineas sao
lignificadas e o contetdo de tecido
lignificado ¢ variavel. O efeito negativo da
lignina sobre a digestibilidade de outros
componentes da parede celular é afetado
por varios fatores como, por exemplo, a sua
possivel distribuicdo em relagdo aos outros
componentes da parede celular. Porém, o
estudo da distribuicdo dos tecidos ligni-
ficados em plantas forrageiras ainda € pouco
explorado. Atualmente, os principais resul-
tados encontrados na literatura sdo relacio-
nados & composicao da parede celular, sem
levar em consideragdo a distribui¢do dos
tecidos na planta. Mechin (2000) estudando
a histologia de diferentes colmos de
gendtipos de milho registrou correlacao
positivaenegativa (r=0,55 er=-0,73) entre
os teores de digestibilidade da parede celu-
lar e as superficies de celulose e lignina,
respectivamente, além de correlagdes nega-
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tivas, porémnao significativa (r=-0,23 er=
-0,25), entre a espessura do cortex e
superficie dos feixes vasculares nos cortes
histolégicos avaliados. Ferreira et al. (2007)
verificaram correlacdo positiva entre os
teores de lignina com as quantidades de
células lignificadas no parénquima e cortex
ecorrelacdo negativa entre a digestibilidade
da parede celular e a proporg¢ao de células
lignificadas no parénquima medular e célu-
las lignificadas no cortex do colmo de hibri-
dos de milho.

As variedades genéticas de milho desti-
nadas para produgao de silagem apresentam
algumas particularidades. Por exemplo, os
mutantes de milho brown-midrib (bm) tém
sido estudados por meio de selecdo de
mutantes. Estes sdo caracterizados por
apresentar uma coloracdo marrom nas
nervuras das folhas, esclerénquima e
também no tecido lignificado dos colmos
quando comparado com linhagens normais
de milho (Baucher et al., 1998). Os milhos
bm apresentam baixos teores de lignina e
4dcido p-cumadrico, fazendo com que
apresentem maiores valores de digesti-
bilidade da parede celular quando compara-
do com outras variedades de milho (Akin,
1988). Embora os milhos bm apresentem
melhor qualidade em termos de digesti-
bilidade da parede celular, a sua producao é
limitada tornando-os pouco comercializa-
dos. Além disso, os milhos bm apresentam
ainda maior sensibilidade contra agentes
externos quando comparado com linhagens
normais (Anglade et al., 1992). Essa menor
resisténcia contra patdgenos externos pode
ser explicada pelamenor proporc¢ao de lignina
nos colmos. Ferreira et al. (2007) avaliando
as caracteristicas morfoanatomica de hibri-
dos de milho, registraram menores propor-
¢oes de lignina tanto na regido do cortex
quanto na regido medular (1,7 e 1,2) parao
hibrido DK265bhm3 em relacdo ao hibrido
DK265normal (3,8¢2,3).

O objetivo deste trabalho foi caracteri-
zar morfologica e anatomicamente os colmos
de linhagens de milho (Zea mays L.).

MATERIAL EMETODOS

Dez gendtipos de milho, sendo cinco
brown-midrib (F2bm3,Lul6bm3,F271bm3,
LuS5bm3,Lu6bm3) e cinconormais (F2,Lul6,
F271,Lu5 e Lu6) foram plantados em parce-
las com tamanho médio de 150 m?/genotipo,
com espacamento entre linhas de 0,75 m e
densidade de plantio de 7 plantas/metro
linear (95000 plantas/ha). O experimento foi
estabelecido em Druelle-Franca, com
semeadura em maio de 2002 e colhidos em
setembro de 2002, durante um periodo de
150 dias.

O solo ¢ classificado como argiloso
(£60% deargila),com pH=>5,8; teor de matéria
organica de 2,4% e saturacdo de base 71%
e o clima tipico de Lusignan ¢ classificado
Cf.b, segundo Koppen. Com inverno
chuvoso e verdo seco e quente.

Para o estudo da caracterizagdo morfo-
anatomica dos genoétipos foi feita a coleta
de cinco plantas ao acaso por parcela dos
respectivos 10 genotipos. Em seguida, foi
realizada a amostragem de 5 cm do colmo no
entrend imediatamente abaixo da inser¢ao
da espiga principal de cada planta. As
amostras foram identificadas e armazenadas
em frascos de polietileno contendo uma
solucdo de fixacao (paraformaldeido 2% mais
glutaraldeido 25%) e por fim, enviados para
o INRA (Unité de Génétique et d'Amélio-
ration des Plantes Fourragéres, Lusignan-
France) onde ficaram armazenadas em
camara fria até as andlises laboratoriais.

Para cada amostra de colmo, foi feita a
medida da superficie total para a determi-
nac¢do doraio. Em seguida, foram feitos trés
cortes de 70pm de didmetro, com a ajuda de
um Vibratome 1000 (lamina e amostras iner-
tes em agua). Apos foi adicionado hipo-
clorito de s6dio a 6%, em todas as secgdes
obtidas no Vibratome durante 20 minutos. O
hipoclorito de sodio foi utilizado para elimi-
nar todo o conteudo celular, evitando desta
forma, precipitagdes entre o conteudo celu-
lar e o corante. O hipoclorito de sodio per-
mite também, uma melhor visualizagdo da
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parede celular (Tolivia e Tolivia, 1987). Os
cortes (fragdes) foram em seguida, lavados
por trés vezes com agua desmineralizada
durante 15 minutos. Uma vez, finalizadas
todas as etapas de lavagem, os cortes foram
entdo incubados durante uma noite em
solucdo de Fasga diluida a 1/8 (Tolivia e
Tolivia, 1987). Apos, os cortes receberam a
ultima lavagem com 4gua desmineralizada e
foram colocados individualmente entre
lamina e laminula com a ajuda de uma gota
de dgua por amostra. Todas as ldminas e
laminulas foram seladas com verniz transpa-
rente. A coloragdo dos cortes com solugao
de Fasga, permitiu que a fragdo lignina fosse
corada em vermelho e a celulose em azul
(figural).

Foirealizada a captura das imagens com
a ajuda de uma cdmara montada sobre uma
lupa binocular e/ou sobre um microscépio.
Comuso dalupa (objetivax 0,8) foram deter-
minados a propor¢ao de células lignificadas
do parénquima medular, superficie de uma
pequena area do cortex, nimero de vasos do
cortex, superficie dos vasos do cortex,
superficie de uma pequena area do parén-
quima medular, nimero de vasos do
parénquima medular e superficie dos vasos
do parénquima medular. Com uso de
microscopio com objetivax dois, determinou-
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Figura 1. Colmo de milho corado com
solugdo de Fasga 1/8. (Corm stem colored with
solution Fasga 1/8).

seoraiodo cortex e, com uso de microscopio
com a objetiva x quatro, determinou-se a
proporcdo de células lignificadas daregido
do cortex, tamanho de um dos vasos de cada
amostra, além da porcentagem do floema e
do xilema mais fibras de esclerénquima.

As quantidades de células vermelhas
(lignificadas) e células azuis (celulose) do
cortex e daregido medular, foram determina-
das visualmente, por meio de pontuagdes
variando de 1 a 5, sendo 1 para regides
totalmente cobertas por células azuis e 5
para regides totalmente cobertas por célu-
las vermelhas (Ferreiraetal.,2007). Os nu-
meros e as superficies dos feixes vasculares
do coértex e parénquima medular, ap6s cap-
tura das imagens, foram estimados em areas
padronizadas de 2,5 mm e 25 mm, respectiva-
mente.

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com 5 repetigdes
por tratamento, segundo o modelo:

Y. =u+Ti+Gj+ R, +e

ijkl ijkI?

onde:

me efeito de todas as observagoes;

u= constante geral;

T= efeito do tipo de gendtipo i; i= 1 e 2;

G= efeito do gendtipo j; j= 1,2, 3,4 e 5;

R = efeito da repeticdo k; k=1, 2, 3,4 e 5;

€= erro aleatdrio associado a cada observagao Yum

As variaveis analisadas foram: raio,
Proporcao de células vermelhas do parén-
quima medular, Propor¢do de células
vermelhas do cortex, Parénquima medular
(%), Cortex (%), Largura do cortex (mm),
Superficie do feixe vascular (mm?), Xilema +
fibras de esclerénquima (%), Floema (%),
Espessura da PC do feixe vascular (mm),
Numero de feixes vasculares do cortex,
Superficie dos feixes vasculares do cortex
(mm), Numero de feixes vasculares do
parénquima medular, Superficie dos feixes
vasculares do parénquima medular (mm).

As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey e foi feito um estudo de correlacao
entre as varidveis estudadas.
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RESULTADOS EDISCUSSAO

Pela analise de variancia verificou-se
diferencas significativas (p<0,05) para to-
das as caracteristicas avaliadas entre os
gendtipos e também algumas diferencas
marcantes entre plantas bm3 e normais
(tabelaI). Observa-se pelos valores médios
que os genotipos bm3 apresentaram menor
comprimento de raio do colmo (8,92 mm),
quando comparados com os gendtipos
normais (10,21 mm). As variedades bm3
tendem a apresentar menor didmetro de
colmo quando comparados com gendtipos
ou hibridos normais tanto de milho como de
sorgo (Anglade et al., 1992; Baucher et al.,
1998). Entretanto, observa-se que ndo houve
variabilidade (p>0,05) entre os genotipos
bm3. Os genotipos normais apresentaram
variabilidade (p<0,05) quanto ao compri-
mento doraio, variandode 11,91 mm parao
gendtipo Lu5 e de 8,32 mm para o genotipo
F271. Porém, o genoétipo F271 nao diferiu
(p>0,05) do gendtipo Lul6 (9,35 mm). Veri-
fica-se (tabela I), que existem poucas
diferencas entre o gendtipo Lul6 normal
quando comparado com o gen6tipo Lul6bm3.
Ferreira et al. (2005) trabalhando com os
mesmo gendtipos e mesmaidade de colheita,
registraram que o Lu16 foi caracterizado por
apresentar altos valores de DIVMS (digesti-
bilidade in vitro da matéria seca) e da parede
celular quando comparado com os demais
gendtipos normais. Segundo Cruz e Pereira
Filho (2001) plantas com haste de melhor
qualidade, geralmente resultam em plantas
menos produtivas e com elevado indice de
acamamento, resultante do processo de
epistasia genética.

O comprimento do raio apresentou
correlacdes positivas (r= 0,71) com a
proporcdo de células lignificadas no cortex
e correlacdes negativas com o numero de
feixes vasculares do cortex (r=-0,72) e nu-
mero de feixes vasculares do parénquima
medular (r=-82), conforme tabela II. Este
resultado pode ser justificado pelo fato de
que gendtipos normais apresentaram maior

comprimento do raio, associado com maior
numero de células lignificadas no cértex. Da
mesma forma, pode-se justificar as corre-
lagdes negativas.

Os genoétipos normais apresentaram
maior proporcdo de tecido lignificado
(p<0,05) que os genotipos de milho bm3,
tanto na regido medular como na regido do
cortex (tabela I). Quando se observa os
gendtipos bm3 individualmente, constata-
se que o F2bm3 foi que apresentou maior
proporcdo de células lignificadas naregido
do parénquima medular (1,8), ndo diferindo
(p>0,05) dos genotipos F271bm3 (1,2) e do
Lu5bhm3 (1,4). Entre os gendtipos normais,
0 F2 e o0 F271, foram os que apresentaram
maiores propor¢des de células lignificadas
(5,0), seguidos pelo Lu6 (4,0). Naregido do
cortex, o gendtipo Lu6 se destacou dos
demais (5) quanto a proporcdo de células
lignificadas, entretanto, ndo diferindo do
Lu5 (3,1). Estes resultados encontrados
entre as linhagens normais, conferem com
os resultados obtidos por Ferreira et al.
(2005), trabalhando com os mesmos geno-
tipos avaliados. Pois, segundo os autores o
gendtipo F271 foi o que apresentou menor
teor de digestibilidade in vifro da parede
celular (27,78%), ndo diferindo dos geno-
tipos F2 (31,26%), Lu5 (30,56%) e do Lu6
(30,06%), respectivamente. Porém, houve
poucas variacdes entre esses genotipos
quanto aos teores de lignina. A lignina
apresenta o principal efeito negativo sobre
adigestibilidade (Jung, 1989). Porém, outros
efeitos podem estar envolvidos, como
arranjo, espacamento e composicdo da
parede celular (Jung, 1989; Argillier et al.,
1996; Alvares de Brito et al., 1999; Mechin,
2000; Mechin et al., 2005; Deschamps e
Ramos, 2002).

As linhagens normais apresentaram o
menor niumero de feixes vasculares no cortex
e também, menor numero de feixes vascu-
lares naregido medular (tabelaI). No entanto,
ndo houve diferenca (p>0,05) entre os dois
tipos quanto a superficie dos feixes
vasculares nas duas regides avaliadas. Esses
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resultados levam a inferir que, o nimero dos
feixes vasculares, quando avaliado indivi-
dualmente, ndo ¢ um bom preditor para jus-
tificar valores referentes a qualidade de
colmo e, sim, quando avaliados em conjunto
com a superficie dos feixes vasculares.

A superficie dos feixes vasculares (SFV),
% de xilema ¢ % de floema, também
apresentou diferencas significativas
(p<0,05) entre os dois tipos de gendtipos
estudados (tabelaI). Os gendtipos normais
apresentaram em média maior superficie dos
feixes vasculares (0,06 mm?), maiores
porcentagem de xilema e de fibras de
esclerénquima (89,95%), entretanto, menor
porcentagem de floema (10,04%). Porém,
houve diferencas (p>0,05) para SFV entre as
linhagens hm3, enquanto que, entre os
genodtipos normais houve diferencas
(p<0,05),com variagdes de 0,043 20,075 mm?
para os gendtipos F271 e Lu6, respectiva-
mente.

Observa-se pela tabela I, que entre as
linhagens normais, a Lul6 apresentou 0,071
mm? de superficie total dos feixes vasculares
e maior proporcao (93,12%) de xilema + fi-
bras de esclerénquima em relagao aos demais
gendtipos normais. Entretanto, por meio
dosresultados de andlises quimicas realiza-
das por Ferreira et al. (2005), verificou-se
que a linhagem Lul6 apresentou melhores
valores de digestibilidade da matéria seca
(69,82%), digestibilidade da parede celular
(48,05%) e menor teor de lignina (3,47%),
diferindo apenas da linhagem Lu5 (6,15 mg/
g de FDN) quanto aos teores de acido
ferulico total. Talvez, o menor naumero de
feixes vasculares naregido do cortex, menor
superficie dos feixes vasculares na regido
do coértex, menor proporcao de células
lignificadas na regido do coértex e regido
medular (tabela I) e também os tipos de
ligagdes (éter ou éster) entre as ligninas e as
hemiceluloses, que nao foram avaliadas no
presente trabalho, em conjunto, sejam as
melhores variaveis para justificar os resul-
tados referentes a digestibilidade do colmo
de milho.

Segundo Morrison et al. (1998), Des-
champs (1999) e Barriere e Emile (2000) outros
fatores além do teor em lignina influenciam
na digestibilidade, ou seja, o arranjo da
lignina e seus precursores com os demais
componentes da parede celular, podem ser
osresponsaveis por boa parte das limitagdes
observadas na digestdo das forragens. Desta
forma, a concentragdo dos seus precurso-
res e principalmente a associagdo destes
com os carboidratos constituintes da parede
celular, demonstram um papel mais impor-
tante. Os acidos fendlicos, principalmente
p-cumarico e ferulico, estdo diretamente
envolvidos na associacdo da lignina com as
hemiceluloses da parede celular. As
principais formas de interagdo molecular
estdo bem estabelecidas e envolvem
ligagdes éster e éter com os carboidratos e
unidades condensadas da lignina (Jung e
Deetz, 1993). Alguns cortes histologicos
tém demonstrado que tecidos contendo
lignina s@o pouco ou praticamente nao de-
gradados pelos microrganismos do rimen
(Akin, 1988). Entretanto, adicionalmente,
alguns tecidos nao lignificados apresentam
baixa digestdo ruminal. Este fato pode ser
justificado pela ligacdo destes tecidos com
moléculas de baixo peso molecular.

Verifica-se pela tabela II, que ndo houve
correlacdes significativas entre a superficie
total dos feixes vasculares, com as demais
caracteristicas avaliadas. Entretanto, a %
de xilema foi negativamente correlacionado
(p<0,01) coma % de floema (r=-0,99).

Quando se observa o numero dos feixes
vasculares daregido do cortex (NFVC)edo
parénquima medular (NFVP) (tabelaI), veri-
fica-se que as linhagens bm3 apresentaram
resultados superiores (p<0,05) as linhagens
normais. Porém, ndo houve diferencas sig-
nificativas (p>0,05) dentro de tipos para a
SFV, tanto daregiao do parénquima medular
(SFVP),comoregiaodo cortex (SFVC). Porém
entre os gendtipos bm3, o NFVC e NFVP,
variaramde 20,5a35,24em2,5mm?¢e 28,30
a45,56 em 25 mm?, respectivamente. Entre
os gendtipos normais, verifica-se queaLul6
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foi a que apresentou menor numero (18,87
em 2,5 mm?) e superficie (1,81 mm? em 2,5
mm?) de feixes vasculares no cortex.

A espessura da parede celular dos feixes
vasculares (EPCFV), variou de 0,0040 a
0,0045 mm entre as linhagens bm3, e de
0,0042 a 0,0046 mm entre as linhagens
normais, respectivamente. As linhagens
bm3 apresentaram menor didmetro médio da
parede celular (0,0042 mm) quando compa-
radas comas linhagens normais (0,0044 mm).
Segundo liyama et al. (1994) paredes celu-
lares mais lignificadas tendem a serem mais
espessas quando comparadas com outras
menos lignificadas. Verifica-se pela tabela
I1, que a EPCFV apresentou correlagdo po-
sitiva (r=0,67) com a % do xilema e negativa
(r=-0,67) com a porcentagem do floema.
Este resultado é bastante coerente, visto
que o xilema é composto por elementos
lignificados, podendo conter fibras, vasos
e células parenquimaticas (Grenet, 1997). O
aumento da idade de corte de uma planta
forrageira resulta em incrementos na
producdo de MS, porém, paralelamente,
ocorre declinio no valor nutritivo, principal-
mente devido ao aumento nos teores fibra
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