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RESUMO
Objetivou-se avaliar as características morfo-

anatômicas de cinco genótipos de milho normais
(F2, Lu16, F271, Lu5 e Lu6) e cinco bm3 (F2bm3,
Lu16bm3, F271bm3, Lu5bm3 e Lu6bm3) com
inferência à qualidade para silagem cultivados em
Druelle-França, em parcelas de 150 m² durante o
período de maio a setembro de 2002 (150 dias).
Todas as avaliações foram realizadas no entrenó
abaixo da espiga principal. O delineamento expe-
rimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com cinco repetições por tratamento. Os genótipos
apresentaram diferenças significativas quanto
aos aspectos anatômicos, sendo que todos os
genótipos bm3 apresentaram menores quanti-
dades de células lignificadas tanto na região
medular (1,24) quanto na região do córtex (1,72).
Observou-se correlação positiva (r= 0,70) entre
a quantidade de células lignificadas da região
medular e a porcentagem de região medular.
Também houve correlação 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
estão coerentes aos tipos de linhagens estudadas,
pois as linhagens bm3 são caracterizadas por
apresentarem menores proporções de lignina
quando comparados com genótipos normais.

SUMMARY
The objective was to evaluate the morpho-

anatomical characteristics of ten genotypes of
corn to silage, five normal (F2, Lu16, F271, LU5
and LU6) and five bm3 (F2bm3, Lu16bm3,
F271bm3, Lu5bm3 and Lu6bm3), grown in Druelle-
France, in plots of 150 m² 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.

INTRODUÇÃO
O milho é uma das forrageiras mais im-

portantes e versáteis destinadas à con-
fecção de silagem (Castillo et al., 2009).
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Diante disto, a pesquisa atual busca em
suas variedades, boa produção de matéria
seca, precocidade, resistência contra agen-
tes externos e conseqüentemente, bons
valor nutritivo (Barrière et al., 1992). Entre-
tanto, existem fatores que limitam a
qualidade da forragem e, estes são complexos
e interativos (Akin, 1989). Por exemplo, o
envelhecimento dos tecidos dos vegetais e
a conseqüente redução na digestibilidade
são fenômenos intimamente associados.
Com o avanço da maturidade fisiológica, as
forrageiras acumulam maior quantidade de
matéria seca, ganhando altura pelo alonga-
mento do colmo e folhas. Nos tecidos das
plantas, observa-se a redução do lume das
células, pelo espessamento da parede celu-
lar, com a conseqüente ampliação da área
ocupada pelo tecido vascular lignificado
(Wilson, 1993; Álvares de Brito et al., 1999;
Álvares de Brito e Rodella, 2002; Paciullo et
al., 2002; Ferreira et al., 2007).

As células dos vegetais são compostas
por dois tipos de parede celular, a parede
primária (PP) e a parede secundária (PS). A
PP é estreita e consiste de uma variedade
complexa de carboidratos (celulose, hemice-
lulose e pectina) e proteínas (glicoproteínas
ricas em hidroxiprolina e proteínas ricas em
glicina e prolina) que interagem uns com os
outros (Baucher et al., 1998). Os precurso-
res de carboidratos são sintetizados e trans-
portados intracelularmente via sistema
endomembrana e unidos extracelularmente.
Na expansão celular, esse mecanismo favo-
rece a mudanças na parede celular. Esta
transição é devido ao acúmulo de polissa-
carídeos distintos daqueles da parece celu-
lar primária (não pectina, mas um incremen-
to na soma de celulose altamente cristalina
e hemicelulose) e deposição de lignina. Neste
período de transição, a célula perde a maior
parte de sua elasticidade, seu teor em água
diminui progressivamente e inicia-se a
formação da PS. As PS lignificadas são
caracterizadas pela alta força tênsil e também
por serem hidrofóbicas (Iiyama et 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 degradação ruminal (Terry e
Tilley, 1964; Jung e Vogel, 1986). A lignina
é depositada principalmente na parede ce-
lular dos tecidos envolvidos no mecanismo
de suporte ou na condução de água (princi-
palmente xilema, mas também esclerênquima,
fibras do floema e periderme). Além disto, a
lignina apresenta papel de proteção,
atuando como barreira fisicoquínica contra
patógenos e/ou em resposta ao estresse, tal
como ferimentos (Yamamoto et al., 1990).
Segundo Deschamps (1999), a lignificação
influencia a digestão do colmo mais
drasticamente do que a digestão das folhas.

Um dos principais objetivos da caracte-
rização morfo-anatômica dos colmos de
variedades genéticas de milho é melhor
compreender como essas características
podem afetar o consumo e a digestibilidade
da parede celular e, suas possíveis
correlações com os tecidos existentes na
planta. Segundo Wilkins (1972), algumas
paredes celulares em gramíneas são
lignificadas e o conteúdo de tecido
lignificado é variável. O efeito negativo da
lignina sobre a digestibilidade de outros
componentes da parede celular é afetado
por vários fatores como, por exemplo, a sua
possível distribuição em relação aos outros
componentes da parede celular. Porém, o
estudo da distribuição dos tecidos ligni-
ficados em plantas forrageiras ainda é pouco
explorado. Atualmente, os principais resul-
tados encontrados na literatura são relacio-
nados à composição da parede celular, sem
levar em consideração a distribuição dos
tecidos na planta. Mechin (2000) estudando
a histologia de diferentes colmos de
genótipos de milho registrou correlação
positiva e negativa (r= 0,55 e r= -0,73) entre
os teores de digestibilidade da parede celu-
lar e as superfícies de celulose e lignina,
respectivamente, além de correlações nega-
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tivas, porém não significativa (r= -0,23 e r=
-0,25), entre a espessura do córtex e
superfície dos feixes vasculares nos cortes
histológicos avaliados. Ferreira et al. (2007)
verificaram correlação positiva entre os
teores de lignina com as quantidades de
células lignificadas no parênquima e córtex
e correlação negativa entre a digestibilidade
da parede celular e a proporção de células
lignificadas no parênquima medular e célu-
las lignificadas no córtex do colmo de híbri-
dos de milho.

As variedades genéticas de milho desti-
nadas para produção de silagem apresentam
algumas particularidades. Por exemplo, os
mutantes de milho brown-midrib (bm) têm
sido estudados por meio de seleção de
mutantes. Estes são caracterizados por
apresentar uma coloração marrom nas
nervuras das folhas, esclerênquima 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
ácido p-cumárico, 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 produção 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
resistência contra patógenos externos pode
ser explicada pela menor proporção de lignina
nos colmos. Ferreira et al. (2007) avaliando
as características morfoanatômica de híbri-
dos de milho, registraram menores propor-
ções de lignina tanto na região do córtex
quanto na região medular (1,7 e 1,2) para o
híbrido DK265bm3 em relação ao híbrido
DK265 normal (3,8 e 2,3).

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

MATERIAL E MÉTODOS

Dez genótipos de milho, sendo cinco
brown-midrib (F2bm3, Lu16bm3, F271bm3,
Lu5bm3, Lu6bm3) e cinco normais (F2, Lu16,
F271, Lu5 e Lu6) foram plantados em parce-
las com tamanho médio de 150 m2/genótipo,
com espaçamento entre linhas de 0,75 m e
densidade de plantio de 7 plantas/metro
linear (95 000 plantas/ha). O experimento foi
estabelecido em Druelle-França, com
semeadura em maio de 2002 e colhidos em
setembro de 2002, durante um período de
150 dias.

O solo é classificado como argiloso
(±60% de argila), com pH= 5,8; teor de matéria
orgânica de 2,4% e saturação de base 71%
e o clima típico de Lusignan é classificado
Cf.b, segundo Köppen. Com inverno
chuvoso e verão seco e quente.

Para o estudo da caracterização morfo-
anatômica dos genótipos foi feita à coleta
de cinco plantas ao acaso por parcela dos
respectivos 10 genótipos. Em seguida, foi
realizada a amostragem de 5 cm do colmo no
entrenó imediatamente abaixo da inserção
da espiga principal de cada planta. As
amostras foram identificadas e armazenadas
em frascos de polietileno contendo uma
solução de fixação (paraformaldeído 2% mais
glutaraldeído 25%) e por fim, enviados para
o INRA (Unité de Génétique et d'Amélio-
ration des Plantes Fourragères, Lusignan-
France) onde ficaram armazenadas em
câmara fria até as análises laboratoriais.

Para cada amostra de colmo, foi feita a
medida da superfície total para a determi-
nação do raio. Em seguida, foram feitos três
cortes de 70µm de diâmetro, com a ajuda de
um Vibratome 1000 (lâmina e amostras iner-
tes em água). Após foi adicionado hipo-
clorito de sódio a 6%, em todas as secções
obtidas no Vibratome durante 20 minutos. O
hipoclorito de sódio foi utilizado para elimi-
nar todo o conteúdo celular, evitando desta
forma, precipitações entre o conteúdo celu-
lar e o corante. O hipoclorito de sódio per-
mite também, uma melhor visualização da
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parede celular (Tolivia e Tolivia, 1987). Os
cortes (frações) foram em seguida, lavados
por três vezes com água desmineralizada
durante 15 minutos. Uma vez, finalizadas
todas as etapas de lavagem, os cortes foram
então incubados durante uma noite em
solução de Fasga diluída a 1/8 (Tolivia e
Tolivia, 1987). Após, os cortes receberam a
última lavagem com água desmineralizada e
foram colocados individualmente entre
lâmina e lamínula com a ajuda de uma gota
de água por amostra. Todas as lâminas e
lamínulas foram seladas com verniz transpa-
rente. A coloração dos cortes com solução
de Fasga, permitiu que a fração lignina fosse
corada em vermelho e a celulose em azul
(figura 1).

Foi realizada a captura das imagens com
a ajuda de uma câmara montada sobre uma
lupa binocular e/ou sobre um microscópio.
Com uso da lupa (objetiva x 0,8) foram deter-
minados a proporção de células lignificadas
do parênquima medular, superfície de uma
pequena área do córtex, número de vasos do
córtex, superfície dos vasos do córtex,
superfície de uma pequena área do parên-
quima medular, número de vasos do
parênquima medular e superfície dos vasos
do parênquima medular. Com uso de
microscópio com objetiva x dois, determinou-

se o raio do córtex e, com uso de microscópio
com a objetiva x quatro, determinou-se a
proporção de células lignificadas da região
do córtex, tamanho de um dos vasos de cada
amostra, além da porcentagem do floema e
do xilema mais fibras de esclerênquima.

As quantidades de células vermelhas
(lignificadas) e células azuis (celulose) do
córtex e da região medular, foram determina-
das visualmente, por meio de pontuações
variando de 1 a 5, sendo 1 para regiões
totalmente cobertas por células azuis e 5
para regiões totalmente cobertas por célu-
las vermelhas (Ferreira et al., 2007). Os nú-
meros e as superfícies dos feixes vasculares
do córtex e parênquima medular, após cap-
tura das imagens, foram estimados em áreas
padronizadas de 2,5 mm e 25 mm, respectiva-
mente.

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

Yijkl= µ + Ti + Gj +  Rk + eijkl,

onde:
Yijkl= efeito de todas as observações;
µ= constante geral;
Ti= efeito do tipo de genótipo i; i= 1 e 2;
Gj= efeito do genótipo j; j= 1, 2, 3, 4 e 5;
Rk= efeito da repetição k; k= 1, 2, 3, 4 e 5;
eijkl= erro aleatório associado a cada observação Yijkl

As variáveis analisadas foram: raio,
Proporção de células vermelhas do parên-
quima medular, Proporção de células
vermelhas do córtex, Parênquima medular
(%), Córtex (%), Largura do córtex (mm),
Superfície do feixe vascular (mm2), Xilema +
fibras de esclerênquima (%), Floema (%),
Espessura da PC do feixe vascular (mm),
Número de feixes vasculares do córtex,
Superfície dos feixes vasculares do cortex
(mm), Número de feixes vasculares do
parênquima medular, Superficie dos feixes
vasculares do parênquima medular (mm).

As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey e foi feito um estudo de correlação
entre as variáveis estudadas.

Figura 1. Colmo de milho corado com
solução de Fasga 1/8. (Corm stem colored with
solution Fasga 1/8).

 

Lignina
Celulose
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Pela análise de variância verificou-se
diferenças significativas (p<0,05) para to-
das as características avaliadas entre os
genótipos e também algumas diferenças
marcantes entre plantas bm3 e normais
(tabela I). Observa-se pelos valores médios
que os genótipos bm3 apresentaram menor
comprimento de raio do colmo (8,92 mm),
quando comparados com os genótipos
normais (10,21 mm). As variedades bm3
tendem a apresentar menor diâmetro de
colmo quando comparados com genótipos
ou híbridos normais tanto de milho como de
sorgo (Anglade et al., 1992; Baucher et al.,
1998). Entretanto, observa-se que não houve
variabilidade (p>0,05) entre os genótipos
bm3. Os genótipos normais apresentaram
variabilidade (p<0,05) quanto ao compri-
mento do raio, variando de 11,91 mm para o
genótipo Lu5 e de 8,32 mm para o genótipo
F271. Porém, o genótipo F271 não diferiu
(p>0,05) do genótipo Lu16 (9,35 mm). Veri-
fica-se (tabela I), que existem poucas
diferenças entre o genótipo Lu16 normal
quando comparado com o genótipo Lu16bm3.
Ferreira et al. (2005) trabalhando com os
mesmo genótipos e mesma idade 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
genótipos normais. Segundo Cruz e Pereira
Filho (2001) plantas com haste de melhor
qualidade, geralmente resultam em plantas
menos produtivas e com elevado índice de
acamamento, resultante do processo de
epistasia genética.

O comprimento do raio apresentou
correlações positivas (r= 0,71) com a
proporção de células lignificadas no córtex
e correlações negativas com o número de
feixes vasculares do córtex (r= -0,72) e nú-
mero de feixes vasculares do parênquima
medular (r= -82), conforme tabela II. Este
resultado pode ser justificado pelo fato de
que genótipos normais apresentaram maior

comprimento do raio, associado com maior
número de células lignificadas no córtex. Da
mesma forma, pode-se justificar as corre-
lações negativas.

Os genótipos normais apresentaram
maior proporção de tecido lignificado
(p<0,05) que os genótipos de milho bm3,
tanto na região medular como na região do
córtex (tabela I). Quando se observa os
genótipos bm3 individualmente, constata-
se que o F2bm3 foi que apresentou maior
proporção de células lignificadas na região
do parênquima medular (1,8), não diferindo
(p>0,05) dos genótipos F271bm3 (1,2) e do
Lu5bm3 (1,4). Entre os genótipos normais,
o F2 e o F271, foram os que apresentaram
maiores proporções de células lignificadas
(5,0), seguidos pelo Lu6 (4,0). Na região do
córtex, o genótipo Lu6 se destacou dos
demais (5) quanto à proporção de células
lignificadas, entretanto, não 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 genó-
tipos avaliados. Pois, segundo os autores o
genótipo F271 foi o que apresentou menor
teor de digestibilidade in vitro da parede
celular (27,78%), não diferindo dos genó-
tipos F2 (31,26%), Lu5 (30,56%) e do Lu6
(30,06%), respectivamente. Porém, houve
poucas variações entre esses genótipos
quanto aos teores de lignina. A lignina
apresenta o principal efeito negativo sobre
a digestibilidade (Jung, 1989). Porém, outros
efeitos podem estar envolvidos, como
arranjo, espaçamento e composição da
parede celular (Jung, 1989; Argillier et al.,
1996; Álvares de Brito et al., 1999; Mechin,
2000; Mechin et al., 2005; Deschamps e
Ramos, 2002).

As linhagens normais apresentaram o
menor número de feixes vasculares no córtex
e também, menor número de feixes vascu-
lares na região medular (tabela I). No entanto,
não houve diferença (p>0,05) entre os dois
tipos quanto à superfície dos feixes
vasculares nas duas regiões avaliadas. Esses
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resultados levam a inferir que, o número dos
feixes vasculares, quando avaliado indivi-
dualmente, não é um bom preditor para jus-
tificar valores referentes à qualidade de
colmo e, sim, quando avaliados em conjunto
com a superfície dos feixes vasculares.

A superfície dos feixes vasculares (SFV),
% de xilema e % de floema, também
apresentou diferenças significativas
(p<0,05) entre os dois tipos de genótipos
estudados (tabela I). Os genótipos normais
apresentaram em média maior superfície dos
feixes vasculares (0,06 mm²), maiores
porcentagem de xilema e de fibras de
esclerênquima (89,95%), entretanto, menor
porcentagem de floema (10,04%). Porém,
houve diferenças (p>0,05) para SFV entre as
linhagens bm3, enquanto que, entre os
genótipos normais houve diferenças
(p<0,05), com variações de 0,043 a 0,075 mm²
para os genótipos F271 e Lu6, respectiva-
mente.

Observa-se pela tabela I, que entre as
linhagens normais, a Lu16 apresentou 0,071
mm² de superfície total dos feixes vasculares
e maior proporção (93,12%) de xilema + fi-
bras de esclerênquima em relação aos demais
genótipos normais. Entretanto, por meio
dos resultados de análises químicas realiza-
das por Ferreira et al. (2005), verificou-se
que a linhagem Lu16 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 ácido
ferúlico total. Talvez, o menor número de
feixes vasculares na região do cortex, menor
superfície dos feixes vasculares na região
do córtex, menor proporção de células
lignificadas na região do córtex e região
medular (tabela I) e também os tipos de
ligações (éter ou éster) entre as ligninas e as
hemiceluloses, que não foram avaliadas no
presente trabalho, em conjunto, sejam as
melhores variáveis para justificar os resul-
tados referentes a digestibilidade do colmo
de milho.

Segundo Morrison et al. (1998), Des-
champs (1999) e Barrière 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
os responsáveis por boa parte das limitações
observadas na digestão das forragens. Desta
forma, a concentração dos seus precurso-
res e principalmente a associação destes
com os carboidratos constituintes da parede
celular, demonstram um papel mais impor-
tante. Os ácidos fenólicos, principalmente
p-cumárico e ferúlico, estão diretamente
envolvidos na associação da lignina com as
hemiceluloses da parede celular. As
principais formas de interação molecular
estão bem estabelecidas e envolvem
ligações éster e éter com os carboidratos e
unidades condensadas da lignina (Jung e
Deetz, 1993). Alguns cortes histológicos
têm demonstrado que tecidos contendo
lignina são pouco ou praticamente não de-
gradados pelos microrganismos do rúmen
(Akin, 1988). Entretanto, adicionalmente,
alguns tecidos não lignificados apresentam
baixa digestão ruminal. Este fato pode ser
justificado pela ligação destes tecidos com
moléculas de baixo peso molecular.

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

Quando se observa o número dos feixes
vasculares da região do córtex (NFVC) e do
parênquima medular (NFVP) (tabela I), veri-
fica-se que as linhagens bm3 apresentaram
resultados superiores (p<0,05) às linhagens
normais. Porém, não houve diferenças sig-
nificativas (p>0,05) dentro de tipos para a
SFV, tanto da região do parênquima medular
(SFVP), como região do córtex (SFVC). Porém
entre os genótipos bm3, o NFVC e NFVP,
variaram de 20,5 a 35,24 em 2,5 mm² e 28,30
a 45,56 em 25 mm², respectivamente. Entre
os genótipos normais, verifica-se que a Lu16
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foi a que apresentou menor número (18,87
em 2,5 mm²) e superfície (1,81 mm² em 2,5
mm²) de feixes vasculares no córtex.

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 diâmetro médio da
parede celular (0,0042 mm) quando compa-
radas com as linhagens normais (0,0044 mm).
Segundo Iiyama et al. (1994) paredes celu-
lares mais lignificadas tendem a serem mais
espessas quando comparadas com outras
menos lignificadas. Verifica-se pela tabela
II, que a EPCFV apresentou correlação 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 parenquimáticas (Grenet, 1997). O
aumento da idade de corte de uma planta
forrageira resulta em incrementos na
produção de MS, porém, paralelamente,
ocorre declínio no valor nutritivo, principal-
mente devido ao aumento nos teores fibra

em detergente neutro e decréscimo nos
teores de proteína bruta e digestibilidade da
matéria seca (Gonçalves et al., 2002). Se-
gundo Ferreira et al. (2007) a proporção de
tecidos e, também, a proporção dos elemen-
tos que compõem o colmo apresentam-se
como fator chave para maiores ou menores
digestibilidade.

CONCLUSOES

Os genótipos bm3 apresentam maior
número de feixes vasculares tanto na região
medular como na região do córtex, porém,
com superfícies de feixes vasculares
semelhantes aos genótipos normais.

A avaliação do número de feixes
vasculares tanto na região do córtex quanto
na região medular deve ser feita juntamente
com avaliações da superfície dos feixes
vasculares.

 O uso de mutantes bm3 nas avaliações
histológicas de variedades genéticas de
milho é importante, pois as mesmas apre-
sentam características que possibilitam ex-
plicar melhor as variações existentes entre
os genótipos normais.
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