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Apresentacao

Garantir a sustentabilidade da produgao de animais em pastagens
naturais € uma demanda cada vez mais presente na agenda

da sociedade. Um dos grandes desafios € o monitoramento da
composigao botanica da dieta selecionada, fundamental para orientar
o manejo dos animais e para garantir sua produgao com um minimo
de impacto sobre o ecossistema.

As tecnicas usuais se baseiam em fistulagao e canulagao de

animais no esofago ou no rumen, para coleta de extrusas. Alem de
varias criticas se, de fato, animais preparados cirurgicamente tem
comportamento similar aos integros, outros aspectos relacionados

a etica e bem-estar dos animais experimentais estao cada vez mais
vigentes e a sociedade cientifica cada vez menos receptiva a este

tipo de protocolo experimental. Portanto, um dos desafios atuais € a
padronizacao de técnicas para estimar de forma nao invasiva a dieta
selecionada pelos animais em pastagens, permitindo coletas de longo
prazo, respeitando o habito de pastejo e o bem-estar.

A Embrapa Caprinos e Ovinos em parceria com um conjunto de
institucoes de PD&I, tem avancado na padronizacao e uso de tecnicas
nao invasivas para o monitoramento da composigao quimico-
bromatogica, e botanica por intermedio da analise fecal. Uma das

metodologias padronizadas para as condigcoes de pastagens naturais
no semiarido brasileiro (Caatinga) & a de microhistologia fecal, que
permite, a partir da identificacao dos tecidos vegetais nas fezes e
sua comparagao com padroes de referéncia, identificar aspectos
qualitativos da dieta selecionada pelos animais.

Apesar de ser uma tecnica ja consolidada no mundo todo, pouco se
tem explorado do potencial de geragao de informacoes estrategicas
sobre habitos e preferéncias de pastejo por caprinos e ovinos no
Brasil, o que se deve, em parte, a auséncia de referéncias nacionais
que abordem de forma clara e objetiva a coleta de amostras e preparo
de laminas fecais e de referéncia vegetal.

Esta obra, portanto, representa uma contribuicao da Embrapa
Caprinos e Ovinos e parceiros, aos pesquisadores dedicados ao
estudo de animais em areas de pastagens naturais, e que desejam
incluir uma tecnica nao invasiva, que pode subsidar experimento de
longa duracao voltados a sustentabilidade dos sistemas pecuarios.
Esperamos que as informagoes aqui contidas possam ser Uteis e
contribuir para o desenvolvimento cientifico e tecnologico do pais.

Marco Aurélio Delmondes Bomfim
Chefe-Geral da Embrapa Caprinos e Ovinos
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Introducao

Um dos requisitos para que se obtenha o melhor aproveitamento de
pastagens naturais e, assim, permitir a adequada resposta em termos
de desempenho animal, & o conhecimento qualitativo das espécies
forrageiras que compoem a dieta desses animais. O entrave principal,
todavia, & a determinacao da composicao centesimal dietética em
termos de espécies vegetais efetivamente consumidas. Somente com
a composicao centesimal, sera possivel determinar o valor nutritivo
da dieta consumida, em funcao da capacidade seletiva dos animais,
periodo do ano e heterogeneidade botanica existente (HOLECHEK et
al., 1982).

Para a Caatinga, a diversidade botanica (espécies herbaceas,
arbustivas e arboreas) e as variagoes resultantes de precipitacoes
pluviomeétricas tambéem sao agravantes consideraveis e requerem
a divulgacao de metodos que possam ser Uteis aos técnicos de
extensao, estudantes de pos-graduagao, pesquisadores e demais
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tecnicos interessados na tematica, notadamente aqueles méetodos A superficie de todos os orgaos das plantas é recoberta pela

que utilizam equipamentos simples e com facil aplicabilidade para epiderme, um tecido que forma uma capa continua, interrompida
esse bioma. Destaque-se o fato de que a caatinga e a principal apenas nos estomatos (Figura 1). Toda a epiderme é recoberta
fonte alimentar dos rebanhos ovinos, criados extensiva e semi- por uma camada de protecao denominada cuticula, uma camada
intensivamente no Nordeste brasileiro. Compreender a dinamica resistente que inibe a digestao do mesofilo, no caso de folhas,
seletiva dos animais constitui estrategia importante para a elaboragao pelo bloqueio a passagem de microrganismos do trato digestivo
de suplementos concentrados e/ou forrageiros que combinem os de herbivoros para os tecidos internos do orgao vegetal (ROSITO;
nutrientes disponiveis no pasto e as exigéncias nutricionais dos MARCHEZAN, 2003).

animais.

Neste documento, sera descrita a primeira parte da técnica
microhistologica fecal que diz respeito a coleta de amostras vegetais
e fecais na caatinga para o preparo de laminas microhistologicas
utilizadas na determinacao de espécies vegetais efetivamente
consumidas por ovinos na Caatinga.

Foto: Elomir Mourao

O que é a microhistologia fecal e
em que se baseia o método?

A microhistologia fecal (MF) @ uma tecnica promissora para a
Caatinga que permite conhecer, por meio das fezes dos animais, a Figura 1. Estruturas morfologicas observadas em microscopio otico.
composigao centesimal das forrageiras consumidas e, com isso, o

perfil qualitativo da dieta consumida.

A téecnica baseia-se no fato de que cada espécie vegetal possui Por que utilizar a microhistologia
caracteristicas anatomicas distintas e especificas para as celulas da fecal?

epiderme vegetal (HOLECHEK et al., 1982; SPARKS; MALECHEK,

1968). Os descritores definidos servirao como referéncia aos Tecnicas microscopicas para identificagao de plantas ingeridas por
descritores identificados nas fezes dos ovinos. A partir da identificacao herbivoros sao descritas desde a decada de 30 (SPARKS; MALECHEK,
das organelas presentes nos tecidos epidermicos vegetais contidas 1968). Ao longo dos anos, a microhistologia fecal tem sido utilizada
nas fezes em concordancia com os verificados nas laminas de para verificar a dieta selecionada por cangurus (STORR, 1961), coelhos
referencia vegetal, € possivel quantificar as especies preferidas e (THEURER et al., 1976), ruminantes e outras espécies selvagens
qualificar a dieta consumida (DACAR; GIANNONI, 2001; BONTTI; BOO, (DESBIEZ et al., 2011; RUMBLE; ANDERSON, 1993), ovinos (CROCKER,

2002; ROSITO; MARCHEZAN, 2003). 1959; DUARTE et al., 1992) e bovinos (SANTOS et al., 2002a, 2002b).
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Por abranger uma grande escala espacial e temporal das dietas
compostas por pastos naturais, a microhistologia fecal tem sido
utilizada em pesquisas ecologicas de longa duracao, visando a
sustentabilidade dos ecossistemas pela conservagao de espécies
vegetais que sao identificadas como preferidas pelos animais. A
presenca ou auséncia dessas espécies pode, inclusive, indicar o
grau de degradacao ou de conservagao das areas de pastos naturais
utilizadas em sistemas de producao animal.

Entre algumas vantagens, um grande beneficio & a nao interferéncia
nos habitos de pastejo dos animais, ou seja, nao ha restricao de
movimento e/ou possivel estresse causado ao animal durante o
pastejo (a coleta fecal e feita no final do dia, quando os animais

ja estao estabulados); e, por ser realizada no animal, permite a
identificacao dentro da espécie e categoria animal avaliada, ainda que
na mesma area ocorra a presenca de diferentes espécies animais em
pastejo. Dessa maneira, permite, inclusive, comparagoes simultaneas
de dois ou mais animais em termos de espécies vegetais efetivamente
consumidas (BOO et al., 1993; HOLECHEK et al., 1982).

Um outro aspecto interessante do metodo & a facilidade de coleta

e preparo do material para leitura microhistologica. O metodo

e elementar e utiliza materiais e equipamentos muito simples
(microscopio otico, lamparina e liquidificador) e facilmente
disponiveis no mercado de reagentes e vidrarias. Outro ponto positivo
e utilizar amostras das plantas ingeridas e das fezes excretadas como
objeto de estudo, dispensando o uso de animais fistulados' (DUARTE
et al., 1992).

A extensao da digestao pode limitar a identificacao de algumas
plantas forrageiras. Pode acontecer que alguns descritores
epidermicos sejam deformados no processo de digestao e, por
essa razao, estejam na lamina microhistologica com sua estrutura

1 Protocolo CEUA/CNPC - 009/2015
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incompleta (BAUER et al., 2005). Arauijo (2015) comentou, todavia,
que a deformacao pos-digestao representa valores inferiores a 7%

do total das espécies efetivamente consumidas. Santos et al. (2002b)
destacaram que em pastos naturais, tem sido observado que, embora
esteja disponivel para os animais uma grande diversidade floristica,

a predilecao por algumas espéecies faz com que a maior porgcao da
dieta selecionada seja feita por poucas espécies. Araujo (2015) indicou
que de cinco a sete espéecies vegetais efetivamente selecionadas

na caatinga representam 70% do total de espéecies forrageiras
efetivamente consumidas. O método trabalha a perspectiva de
identificacao das espécies-chave, no contexto da selecao vegetal na
caatinga, e nessa condicao o erro torna-se praticamente inexistente.

O que deve ser coletado?
Coleta das espécies forrageiras

Deve-se, em primeiro lugar, distinguir pelo menos trés periodos de
coletas que vao depender do inicio do periodo chuvoso na area de
abrangéncia do bioma caatinga. Adota-se, entao, o seguinte criterio:

1. Periodo chuvoso (Figura 2A) — ate 90 dias apos a data de inicio
das chuvas definido por um orgao de previsao meteorologica.
No Ceara, por exemplo, a Fundagao Cearense de Meteorologia e
Recursos Hidricos (Funceme) define o inicio das chuvas no Estado.
O ideal e realizar a coleta no meio desse periodo, ou seja, em
torno de 45 dias apos a definicao do inicio das chuvas;

2. Periodo de transicao (Figura 2B) — periodo que se inicia apos o
fim do periodo anterior e se estende até o inicio do periodo seco.
Transcorre por cerca de noventa dias. O ideal e realizar a coleta no
meio desse periodo, ou seja, em torno de 45 dias apos o fim do
periodo anterior (Periodo chuvoso);

13
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Foto: Elomir Mourao
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3. Periodo seco (Figura 2C) — periodo mais longo, que se inicia
com o fim do periodo de transicao. Corresponde ao periodo
de auséncia de chuvas e se estende até o subsequente periodo
chuvoso. Sugere-se a realizacao de duas coletas de material
forrageiro: uma, trées meses apos o inicio desse periodo, e outra,
imediatamente antes do inicio do novo periodo chuvoso.

A coleta das espécies forrageiras presentes na area de caatinga
servira ao preparo das laminas de referéncia, pré-requisito para a
analise subsequente das fezes dos animais. Adota-se o critério da
coleta do maximo possivel de espécies vegetais existentes na area,
considerando-se principalmente a abundancia e potencial forrageiro.

Microhistologia para identificacao de plantas...

Figura 2. Representagao de areas para coleta de amostras conforme o periodo do ano.
A-Periodo chuvoso; B-Periodo de transicao; C-Periodo Seco.

Fotos: Elomir Mourao
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Para uma coleta mais eficiente, & necessario que se realize um
mapeamento da area que sera avaliada, o qual deve ser feito com
uma caminhada para reconhecimento de possiveis sitios de pastejo

e visualizacao/identificacao das espécies a serem coletadas. Na
identificacao das espécies para coleta, Orellana e Koehler (2008) fazem
algumas recomendacoes:

1. Para espécies arbustivo-arboreas, a altura maxima de coleta é de
1,30 m. Os galhos a serem coletados devem ter ate 0,7 mm de
diametro;

2. Para espécies herbaceas, adota-se o critéerio da abundancia com
preferéncia para espéecies que tem potencial forrageiro, sejam
acessiveis aos animais e que nao sejam toxicas?. Coletam-se
folhas e caules (geralmente maleaveis). Por vezes, em virtude do
reduzido tamanho, a planta inteira pode ser coletada;

3. No periodo seco, adicionalmente a coleta de plantas existentes,
devem ser realizadas coletas da serrapilheira ou litter® .

Na sequéncia, estabelecem-se pontos distribuidos uniformemente por
toda a area, realizando um zigue-zague, ora em uma diregao, ora em
sentido oposto, de acordo com a Figura 3.

2 Exemplos de espéecies com potencial forrageiro: Alternanthera brasiliana
(nome comum: ervango), Centrosema sp. (nome comum: centrosema), Mimosa cae-
salpiniaefolia (nome comum: sabia), Wissadula rostrata (nome comum: paco-paco),
Panicum maximum cv. Massai (nome comum: capim massai), Herissantia tiubae (nome
comum: malva branca) e Croton sonderianus (nome comum: marmeleiro).

Exemplos de espécies potencialmente toxicas (Mourao, 2018): Ipomoea asarifolia
(nome comum: salsa), Mascagnia rigida (nome comum: tingui), Lantana camara (nome
comum: camara), Stryphnodendron coriaceum (nome comum: barbatimao), Crotalaria
retusa (nome comum: guizo-de-cascavel), Tephrosia cinerea (nome comum: falso anil),
Centratherum punctatum (nome comum: perpétua), (ARAUJO, 2015).

3 A serrapilheira ou litter, que em algumas eépocas do ano € componente
importante da forragem disponivel, consiste em folhas de arvores e arbustos e talos e
folhas de especies herbaceas, soltas no solo, produzidas no ano em curso e facilmente
identificaveis. Nas condigoes climaticas da caatinga, a degradagao do restolho € rapida.
A acumulagao se da nos primeiros meses da estagao seca, observando-se perdas subs-
tanciais ao longo do periodo e desaparecimento quase total ao meio da estacao umida
(ARAUJO FILHO, 2013).

Microhistologia para identificacao de plantas...

Legenda:

* Ponto inicial

. Pontos de coleta

sonaw g5

l Sentido de coleta

50 metros

Figura 3. Exemplo de esquema de coleta de amostras em uma area ficticia de 5 hectares
para preparo de laminas de referéncia vegetal.

A distancia entre os pontos deve ser ajustada de acordo com o
tamanho da area, de modo que toda ela seja representada. O
esquema apresentado foi exemplificado para uma area de 5 ha.
Adicionalmente, o acompanhamento dos animais no momento de
pastejo contribui para uma coleta mais precisa, especialmente com
relacao a acessibilidade.

As espeécies coletadas na area sao acondicionadas inicialmente em
sacos plasticos no momento da coleta e, posteriormente, transferidas
para potes plasticos com tampa rosqueada contendo alcool a 70%,
para a devida conservagao ate o momento de preparo da lamina
micro histologica, etapa que sera descrita a seguir.

Coleta das amostras fecais

O processo de coleta das amostras fecais deve levar em conta
inicialmente o tempo de adaptacao dos animais a area, ja que a coleta
de fezes ocorre por dois dias. E recomendavel que a coleta ocorra pelo
menos tres dias apos o acesso dos animais a area cujo pasto sera
avaliado, visando a estabilizacao do consumo das espécies forrageiras
existentes.

17
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Foto: Elomir Mourao
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Seguindo essa recomendacgao, a coleta de fezes diretamente da
ampola retal deve ocorrer ao fim do quarto dia de acesso a area, no
momento do recolhimento dos animais ao aprisco. Caso ocorra falha
na coleta fecal em algum animal, neste momento, & possivel ainda
realizar a coleta na manha do dia seguinte (Figura 4).

Figura 4. Coleta de fezes feita na ampola retal.

A quantidade de fezes a ser coletada deve ser em media de 20 g-30
g por animal/dia. Essas amostras devem tambéem ser colocadas em
potes plasticos com tampa rosqueada, contendo alcool a 70% para
conservagao do material ate o preparo das laminas com amostras
fecais (Figura b5).

Microhistologia para identificacao de plantas...

Figura 5. Fezes coletadas e armazenadas.

Como preparar as laminas
microhistolégicas com amostras
vegetais e de fezes oriundas de um
pastejo de ovinos na caatinga?

Antes da confeccao das laminas com amostras de plantas e fezes,

e necessario preparar as solugcoes de limpeza e de montagem,
seguindo-se de modo geral a metodologia descrita por Galvani et al.
(2010). Para preparacao da solucao integral de limpeza devem ser
utilizados:

e 240 g de hidrato cloral;

e 19 mL de acido cloridrico (1 N);

e 60 mL de glicerina.

Deposita-se a glicerina e o acido cloridrico em um Becker ou recipiente
que resista ao aquecimento e leva-se a uma chapa aquecedora. Nesse

Foto: Elomir Mourao
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Foto: Elomir Mourao
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momento, e adicionado o hidrato cloral para homogeneizacao dos
mesmos sob agitacao e aquecimento brando.

Os materiais utilizados para o preparo da solugao integral de
montagem sao:

e 200 g de hidrato de cloral;
e 50 mL de agua destilada;
e 20 mL de glicerina;

e 60 g de goma arabica.

No preparo da solugao de montagem, a glicerina deve ser adicionada
a agua destilada e homogeneizada sob agitacao e aquecimento
moderado em chapa aquecedora. Em seguida, o hidrato cloral e a
goma arabica devem ser adicionados, também sob agitacao, até sua
completa diluicao. (GALVANI et al., 2010). As solugoes devem ser
acondicionadas em frascos identificados (Figura 6).

Figura 6. Solugoes de limpeza e montagem.

Microhistologia para identificacao de plantas...

Para a confeccao das laminas com amostra vegetal, os componentes
vegetais coletados devem ser lavados em agua corrente, misturados
em liquidificador por um a dois minutos (velocidade media para
maxima). Apos esse processo, o material deve ser coado em peneiras
com abertura de malha de 0,77 mm, sendo lavado em agua corrente
novamente. Uma pequena aliquota do material peneirado deve ser
colocada no centro da lamina, que foi anteriormente identificada, e
adicionada a solugao de limpeza. Essas laminas sao aquecidas em
chamas de uma lamparina e entao deve ser adicionada a solugao de
montagem. O contetido deve ser homogeneizado na lamina, de modo
a permitir que toda a sua extensao seja preenchida pela amostra e
possiveis residuos grosseiros sejam retirados. Por fim, uma laminula
deve ser colocada cuidadosamente sobre o material, evitando-se a
formacao de bolhas (GALVANI et al., 2010). Araujo (2015) recomendou
a secagem em estufa por cinco dias ou em temperatura ambiente por
15 dias.

Na preparacao de laminas com amostras de fezes, o material deve

ser processado em liquidificador por 30 segundos, tambéem em
velocidade media para maxima. O material deve ser coado em peneira
com abertura de malha de 0,77 mm e lavada em agua corrente. O
material resultante deve ser colocado no centro da lamina e, a partir
de entao, seguidos os mesmos passos descritos para preparacao de
laminas com amostras vegetais. Apos a secagem, as laminas podem
ser lidas em microscopio otico com fonte de luz natural ou energia
eletrica (GALVANI et al., 2010).

O fluxograma a seguir resume o passo a passo descrito:
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Fotos: Elomir Mourao
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Coleta de fezes

Processamento das amostras fecais

Microhistologia para identificacao de plantas...

Filtragem

Fotos: Elomir Mourao
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Fotos: Elomir Mourao

Microhistologia para identificacao de plantas...

Lamina para microscopia

Adicao das solucoes de limpeza e montagem

Aquecimento da lamina

Microhistologia para identificacao de plantas...

Identificacao da lamina

Identificagao das estruturas

Fotos: Elomir Mourao

25



26

Fotos: Elomir Mourao

Microhistologia para identificacao de plantas...

Identificacao da espécie

Espeécie vegetal identificada

Microhistologia para identificacao de plantas...
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