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RESUMO

As forrageiras sdo uma das principais bases alimentares da producdo animal, no Brasil, o qual
possui 0 maior rebanho bovino do mundo. Com isso, hd a preocupacdo sobre doencas e
patologias em forrageiras que podem causar perdas significativas das pastagens e atingir
diretamente a alimentacdo dos animais. Portanto, objetiva-se com 0 presente projeto
identificar e caracterizar, a microbiota fungica, naturalmente encontrada em pastagens, entre
as diferentes espécies de forrageiras situadas no campo agrostolégico do Instituto Federal
Goiano Campus Ceres-GO. Em um Delineamento Inteiramente ao Acaso (DIC), foram
amostrados aproximadamente 100 gramas de cinco tipos distintos de forrageiras, no periodo
seco e no periodo chuvoso, respectivamente (em parcela subdividida 5x2). Foram realizadas 4
repeticBes para cada tratamento. Apoés diluicdo seriada do material coletado, aliquotas de 1 ml
foram inoculadas em placas contendo, meio de cultura Agar Batata Dextrose acrescida com
glicose e cloranfenicol para isolamento de fungos e leveduras. Realizou-se a identificagdo das
coldnias desenvolvidas. Observou-se a presenca de fungos entomopatogénicos e patogénicos,
principalmente no periodo chuvoso, com destaque para a forrageira Ipypora, que apresentou
maior colonizacdo de fungos. A microbiota fungica encontrada nas forrageiras €
imprescindivel para o desenvolvimento de pesquisas relevantes para a agricultura, foram
identificados oito géneros fungicos nas forrageiras estudadas, que visam a utilizacdo de tais
microrganismo para o desenvolvimento de produtos de controle de patdgenos e que tragam
beneficios. Os fungos encontrados no presente trabalho possuem um grande potencial de uso
em diversas areas.

Palavras-chave: Biotecnologia. Brachiaria Brizantha. Microbiota. Panicum

maximum.



ABSTRACT:

Forages are one of the main food bases for animal production in Brazil, which has the largest
bovine herd in the world. With that, there is a concern about diseases and pathologies in
forages that can cause significant losses of pastures and directly affect the animals' food.
Therefore, the objective of this project is to identify and characterize the fungal microbiota,
naturally found in pastures, among the different forage species located in the agrostological
field of the Instituto Federal Goiano Campus Ceres-GO. In a DIC, approximately 100 grams
of five different types of forage were sampled, in the dry season and in the rainy season,
respectively (in a 5x2 split plot). Four repetitions were performed for each treatment. After
serial dilution of the collected material, 1 ml aliquots were inoculated in plates containing
Potato Dextrose Agar culture medium added with glucose and chloramphenicol for isolation
of fungi and yeasts. The identification of developed colonies was carried out. The presence of
entomopathogenic and pathogenic fungi was observed, mainly in the rainy season, with
emphasis on the forage Ipypord, which showed greater colonization of fungi. The fungal
microbiota found in forages is essential for the development of relevant research for
agriculture, eight fungal genera were identified in the studied forages, which aim to use such
microorganisms for the development of products to control pathogens and bring benefits. The
fungi found in this work have a great potential for use in several areas.

Keywords: Biotechnology. Brachiaria brizantha. Microbiota. Panicum maximum.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino do mundo, com 217 milhdes de animais e
unido a producdo aviéria e suina, tornando-se o terceiro maior no mercado internacional da
pecuaria, com 29 milhdes de toneladas produzidas. Na exportacdo, o0 mercado brasileiro se
destaca como um dos maiores exportadores, 0 maior em carne bovina, com 2,2 milhdes de
toneladas, com a producéo de carne suina e aves, o Brasil ocupa o segundo lugar no ranking
mundial (EMBRAPA, 2021). O estado de Goids em 2019, possuia em estimativa, o segundo
maior rebanho bovino brasileiro, com 22.430.742 milhdes de animais, se destacando entre os
principais produtores de carne bovina (SEAPA, 2020).

O bioma Cerrado considerado a principal fronteira agricola brasileira, responde 55%
da producdo de carne e 56% de gréos, e segundo lugar em leite com 27,8%, isso s6 foi
possivel pelo incremento de tecnologia, melhoramento animal, manejo e insercdo de
forrageiras, nos pastos e a sanidade (VILELA; ANDRADE; LEITE, 2018).

Segundo Almeida et al. (2014), na pecuéria de leite e corte, a pastagem é a principal
forma de alimentacdo, pois constitui uma parte importante de volumoso, isto €, parte da fibra
no alimento. As forrageiras devem possuir produtividade, qualidade, aceitabilidade e
perenidade, por isso € importante manejo e tecnologia adequados, para que a atividade seja
rentavel e sustentavel. Importante para o Brasil, que possuia, em 2017, 170 milhdes de
hectares em regime de pastagem (ANUALPEC, 2017).

Os produtores de carne e leite, tanto de animais bovinos e ovinos, tem a finalidade de
potencializar o rendimento da alimentacdo animal pelas pastagens e com isso reduzir custos e
oferecer alimento de qualidade nutricional e quantidades adequadas por todo o ano, para um
desempenho maximo do animal (SILVA et al., 2016). Segundo Pelissari et al., (2012) a planta
forrageira deve possuir rapido crescimento, de maneira constante, ter um rapido dominio

sobre plantas invasoras, além de ser tolerante as doencas e condic@es climaticas adversas.

Aliados ou prejudiciais a producdo das forrageiras estdo os microrganismos, entre eles
os fungos que podem ser patoldgicos, causando doencas que prejudiqguem o desempenho
vegetal e benéficos contribuindo para o desempenho produtivo da planta. Os fungos podem
estar presentes nas forrageiras como parasitas, causando patologias diminuindo assim o
consumo na alimentacdo dos animais. Além disso, podem ser precursores na producdo de

micotoxinas, podendo causar infec¢des nos animais (NEPOMUCENO et al., 2009).



H& uma vasta diversidade de fungos que podem contribuir com a biotecnologia, assim
obtendo estudos que enfatizam a importancia desses micro-organismos na inddstria de
farmacos, biocontroles e micoparasitismo, assim tornando os fungos essenciais para 0

ecossistema, sustentabilidade e a biodiversidade (Abreu et al. 2015).

Os fungos mesmo sendo o grupo de microrganismos mais estudado no Brasil ainda
dispdem de vasta diversidade a ser estudada (SILVA; MALTA, 2016). A realizagdo de
pesquisas, que elucidem o conhecimento do reino fungi, que contém mais de 1,5 milhdo de
espécies por todo o mundo e estdo presentes na producdo de alimentos, medicamentos e na

importancia agricola como relagdes simbidticas como fungos micorrizicos arbusculares.

Para um melhor desenvolvimento das forrageiras sdo importantes estudos referentes
aos fungos, que exercem alguma relagdo com as plantas para o entendimento de sua influéncia
no desempenho vegetal tanto benefica como maléfica e que possam contribuir para o
desenvolvimento de biotecnologia. Em razdo disso, na pratica € de suma importancia
identificar e monitorar a diversidade de Unidade Formadora de Colonias (UFC) de fungos
para 0 desenvolvimento de estudos que ajudem no manejo das gramineas utilizadas na
alimentacdo animal (SANTOS 2017).

Trabalhos cientificos, que elucidam o papel e o perfil microbiano de cepas fungicas
associadas a pastagens cultivadas no Cerrado goiano, Sd0 escassos, por isso 0
desenvolvimento de estudos nessa area permitira um mapeamento das especies associadas,
bem como contribuira para o controle de infec¢bes nas plantas e/ou selecdo de isolados com
potencial biotecnolégico. Por tanto, objetiva-se caracterizar o perfil microbiologico de
pastagens cultivadas no Cerrado goiano para a obtencdo de novas tecnologias através da

manipulacdo de fungos e assim obter novos beneficios.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras

Para a realizacdo deste experimento foram coletadas amostras das forrageiras no setor
agrostoldgico do Instituto Federal Goiano- Campus Ceres, conduzido em Delineamento
Inteiramente ao Acaso (DIC), foram amostrados aproximadamente 100 gramas de cinco tipos
distintos de forrageiras, no periodo seco e no periodo chuvoso, respectivamente (em parcela
subdividida 5x2).



As espécies selecionadas foram: Brachiaria brizantha BRS Piatd, Brachiaria
brizantha BRS Paiagués, Brachiaria brizantha BRS RB331 Ipypora, Panicum maximum BRS
Zuri, e Panicum maximum BRS Quénia. As coletas ocorreram nos meses de setembro (seco) e
janeiro (chuvoso) de 2020. Cada canteiro constituiu uma repeticdo e cada tratamento teve 4

repeticdes, totalizando 40 unidades experimentais.

2.2 Isolamentos, quantificacéo e identificacdo microbiana

As analises microbiolégicas, para isolamento e identificagdo dos fungos, foram realizadas no
Laboratorio XXxXxxxxx.

As analises microbioldgicas, para o isolamento e identificacdo, foram realizadas no
laboratério de microbiologia do Instituto Federal Goiano Campus Ceres. O isolamento das
amostras dos fungos filamentosos e leveduriformes, ocorreu com a diluigdo seriadamente
(1:10) e as aliquotas das diluicdes 10 e 10 foram inoculadas em placas de Petri contendo o
meio Agar Sabouraud acrescido de glicose e Cloranfenicol, para inibicdo de crescimento
bacteriano. As placas seguiram para estufa BOD a 37°C, onde permaneceram por sete dias,
para posterior quantificacdo das colbnias desenvolvidas e repiqgue dos morfotipos
predominantes nos tubos contendo o mesmo meio inclinado. Os morfotipos foram agrupados
baseados em caracteristicas de cor, aspecto, tamanho, borda e base da colbnia. Para
determinac@o dos géneros isolados foi utilizada a técnica de microcultivo dos representantes
de cada morfotipologia (ANVISA ,2004).

2.3 Analise Estatistica

Diante dos dados coletados foi realizada analise exploratoria dos dados em software R,
com aplicacdo de testes ndo paramétricos Shapiro-Wilk, teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade para variaveis microbioldgicas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu interacdo significativa entre as forrageiras e a época do ano, a 5% de
probabilidade, em relacdo ao numero de coldnias de fungos (Tabela 1). Os dados nao

apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk. Entdo foram transformados

utilizando a transformacéo vx + 1.

Tabela 1: Resumo da analise de variancia para nimero de colénias de fungos (UFC/g).



Fonte de variagéo GL NUmero de col6nias

Forrageira 4 2,249NS
Epoca do ano 1 6,499**
Int Forrageira x Epoca 4 3,695**
Erro 30 -

CV (%) 64,73

CV - Coeficiente de variacdo; GL — Grau de liberdade do erro; NS — Nao significativo;
** Significativo a 5% de probabilidade.

As forrageiras estudadas Brachiaria brizantha e Panicum maximum, pertencem a
mesma familia boténica Poaceae, e por isso possuem semelhancas como estrutura
morfologicas e fisiologica, ambas sdo usadas nas pastagens brasileiras, apesar de poder exigir
diferentes teores de fertilidade (SILVA et al., 2016).

Diversas unidades de pesquisa, aperfeicoam e inserem caracteristicas para o melhor
desenvolvimento das forrageiras nas diferentes realidades climéaticas e ambientais brasileiras,
conferindo aos capins, precocidade, resisténcia a seca e a patdgenos, tolerancia a
encharcamento e especificidade animal (VALLE; JANK; RESENDE, 2009) apesar dessas
diferencas, as forrageiras em mesmas condic¢es conferem aos fungos um mesmo potencial de

desempenho, como demonstrado pelo presente trabalho.

Os fungos necessitam de um ambiente adequado para seu desenvolvimento, como
seres vivos realizam atividades metabdlicas, que séo influenciadas pelo meio em que se
encontram, cada fungo possui seu ponto ideal de temperatura, umidade e caracteristicas
especificas, que podem contribuir para seu desenvolvimento reprodutivo e vegetativo, ou até a

inatividade por meio de estruturas de resisténcia.

A grande parte dos fungos sdo mesofilos, possuindo uma temperatura Otima de
desempenho entre 20° e 30°C, porém, a termotolerancia pode ocorrer acima dos 37°C,
caracteristica do género Aspergillus (BOFF et al., 2012). Segundo Woloschuk, Wise, (2011),
os fungos podem se favorecidos pela deficiéncia hidrica e nutricional do hospedeiro e se
desenvolvem em baixos teores de umidade e com disponibilidade de substrato, isso explica a

forte interagdo do meio com o desempenho dos microrganismos.



No presente trabalho se demonstra a forte interacéo entre as forrageiras e a época seca
ou chuvosa, que influenciou em uma maior ou menor presenca fungica nas folhas das plantas,
principalmente no periodo chuvoso, que apresentou um ndmero expressivo de col6nias

fungicas.

Na Tabela: 2, a presenca de colonias de fungos entre as forrageiras de acordo com a
época do ano, chuvosa e seca, apresentou diferenca estatistica para a maioria das forrageiras,
(P<0,05). No periodo chuvoso, a forrageira Ipypord apresentou maior numero de col6nias
fungicas, e a forrageira Zuri apresentou menor numero neste mesmo periodo, quando
comparado com as demais forrageiras. No periodo seco todas as forrageiras apresentaram o
mesmo indice de isolamento fangico, contudo, ao se analisar cada forrageira entre diferentes
periodos, nota-se que ndo houve diferenca entre elas, excetuando-se a forrageira Ipypora, que
no periodo seco apresentou uma menor prevaléncia de fungos, em relacdo as demais espécies

vegetais, quando comparada ao periodo chuvoso.

Tabela 2. Valores médios obtidos do desdobramento da interacdo para namero de coldnias de fungos.

Epoca do ano
Causas de variacdo

Chuvosa Seca
Ipypora 1525 aA 50 aB
Quénia 175 bA 150 aA
Forrageira Zuri 125 bA 50 aA
Paiagués 300 bA 425 aA
Piatd 350 bA 275 aA

Médias seguidas de letras mindsculas distintas nas colunas e maitsculas nas linhas diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A contagem de UFC em Ipypord, apresentou baixo indice no periodo da seca e pode ser
justificado devido a baixa umidade no ambiente, essa tendéncia de queda foi observada
também nas demais forrageiras. De acordo com Moreira e Siqueira (2002), a temperatura e a
umidade tém influéncia no crescimento fangico, e posteriormente justificando o crescimento
das UFC no periodo chuvoso, onde se tem altas temperaturas e um alto indice pluviométrico.
Segundo API et al. (2014), a qualidade nutricional e quantidade das forrageiras

disponibilizadas nas pastagens, na época seca, ndao atendem a necessidade alimentar dos
5



animais, isso pode ser fator para o menor numero de coldnias fungicas, tanto benéficas como
patogénicas, nas folhas das plantas estudadas, onde néo se encontrou condi¢cbes ambientais
favoréveis para o desenvolvimento microbiano no periodo seco.

Foram identificados oito géneros flngicos nas cinco forrageiras estudadas (Quadro: 1).
Os fungos podem ser maléficos ou benéficos aos seres vivos (incluindo as plantas), provocam
doencas, contaminam alimentos, como auxiliam no controle de patologias. O grande potencial
fungico, a ser descoberto, gera em todo mundo inimeras pesquisas com a finalidade de
descobrir e utilizar da melhor maneira a gama de beneficios que os fungos possuem,
principalmente por meio da biotecnologia.

Quadro 1: Fungos encontrados em plantas forrageiras no campo agrostoldgico do IF Goiano - Campus
Ceres.

FUNGOS FORRAGEIRAS

Aspergillus niger Brachiaria brizantha BRS Piaté e Brachiaria
brizantha BRS Paiaguas

Aspergillus fumigatus Quénia e Brachiaria brizantha BRS Paiaguas
Beauveria spp. Panicum maximum Zuri
Glicladium spp. Brachiaria brizantha BRS Piata
Metarhizium spp. Brachiaria brizantha BRS Paiaguas
Paecilamyces spp. Brachiaria brizantha BRS Ipypora e Brachiaria

brizantha BRS Paiaguas

Penicillium spp. Panicum maximum Quénia

Rhizopus spp. Brachiaria brizantha BRS Paiaguas e Panicum
maximum Zuri

Trichoderma spp. Panicum maximum Quénia e Panicum
maximum Zuri

Os fungos patogénicos em condi¢cBes ambientais favoraveis, podem produzir
micotoxinas, que sdo metabolitos secundarios com efeitos tdxicos, para 0s seres humanos e
animais, o0s géneros fungicos Aspergillus (aflatoxinas e ocratoxinas) e Penicillium
(ocratoxinas) podem gerar tais substancias acumulativas (PELUQUE, 2014). As micotoxinas
sdo prejudiciais, mesmo em pequenos teores, podem provocar doencas hepaticas,

imunossupressdo, cancerigenas, mutacfes e nefropatias (BRAGOTTO, 2016). Segundo



Simion (2015), a alimentac¢do animal infectada por fungos pode provocar a reducéo de 5% a
10%, na producgéo de leite bovino, por causa da formagéo de micotoxinas.

No estudo de Spadaro et al. (2019), referente o controle de Aspergillus sp. em milho
em processo de ensilagem e ja ensilado, observou-se a presenca e a¢do do fungo, mesmo com
a aplicagdo de fungicida, e no alimento fornecido ao animal depois de ensilado, foi
encontrado maior numero de col6nias fungicas.

Os fungos exercem funcbes importantes com diversas espécies vegetais, como 0s
endofiticos, que realizam uma interacdo positiva com as plantas, ha estudos mais frequentes
com forrageiras de clima temperado, do que em tropicais, que contribuem na resisténcia
vegetal contra estresses bidticos e abioticos, como pragas em sistemas de pastejo.

Em estudos com Brachiaria, no continente africano se observou que fungos
endofiticos contribuiram para a resisténcia da planta contra a mancha foliar, a ideia final é que
se possa comercializar os organismos fangicos, para inoculagdo em forrageiras (TEASDALE;
CARADUS; JOHNSON, 2018). Segundo Kago et al. (2016) o fungo Trichoderma harzianum
é indicado como endofitico em gramineas do género Brachiaria.

Nos solos compostos principalmente por fungos, comparando com as populacées
microbianas pesquisas indicam, que o teor nutritivo e a estabilidade do solo, pelas funcdes
fungicas ecologicas desempenhadas como a decomposicdo, 0 parasitismo, a patogénese e a
simbiose (PENTON et al., 2014).

A identificacdo de fungos em plantas como as forrageiras visam a utilizacdo de tais
microrganismos para o desenvolvimento de produtos de controle de patdgenos como em usos
que tragam beneficios a todos o0s seres vivos, para as industrias biotecnologicas e
farmacéuticas, o organismo fungico é extremamente utilizado para a fabricacdo de remedios,
polissacarideos, vitaminas, lipidios e enzimas. Esses produtos sdo instrumentais em estudos e
ambientes médicos e nas pesquisas que envolvem tratamento de doencas (HERNANDEZ;
MARTINEZ, 2018).

No controle biolégico, os fungos tém demonstrado importancia promissora no
trabalho de Martins et al. (2016), no qual foi observado o controle do 4caro
Polyphagotarsonemus latus, que atinge diversas culturas como a amoreira, por meio do fungo
Beauveria spp., 0s testes em laboratdrio, casa de vegetacdo e campo, se mostram satisfatérios
na diminuicdo da acdo do patogeno.

Os fungos entomopatogénicos, ou seja, que se desenvolvem e atacam insetos-praga,

como Metarhizium e Beauveria séo utilizados no controle da cigarrinha do milho (Dalbulus
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maidis), (RIBEIRO, 2019)e em estudos de Santos et al. (2020), ambos microrganismos
demonstraram ser promissores no controle de formigas cortadeiras. No Brasil se tem produto
registrado para o controle de cigarrinhas a base de Metarhizium, o Metarhizium oligos
(isolado IBCB 425 do Instituto Bioldgico de Campinas) indicado no controle da cigarrinha
dos capinzais, cigarrinha da cana e cigarrinha da pastagem.

Em degradacdo de escamas de peixes com 37 isolados fungicos, do género
Paecilomyces obteve-se um resultado promissor de taxa de degradacdo de 8,98 a 46,33%
(CREPALDI et al., 2017).

Os fungos encontrados no presente trabalho em plantas forrageiras possuem um
grande potencial de uso nas mais diversas areas, por isso o estudo fungico se demonstra cada
vez mais imprescindivel para o desenvolvimento da agricultura e da qualidade de vida do ser
humano. Os fungos encontrados nas forrageiras sao importantes para o desenvolvimento de

pesquisas relevantes para a agricultura, no controle bioldgico.

4 CONSIDERACOES FINAIS

No periodo chuvoso tem-se presenca maior de fungos entomopatogénicos, com
destaque para a forrageira Ipypord, que apresentou maior colonizacdo de fungos nos tecidos

vegetais.
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