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RESUMO

Tendo em vista a grande importancia da espécie Brachiaria brizantha para a pecuaria
brasileira e devido a escassez de informacdes sobre as intera¢cdes entre fungos néo
patogénicos e esta espécie vegetal, o presente trabalho teve por objetivos o isolamento e
identificacdo de fungos endofiticos e saprofiticos associados aos cultivares Marandu e
Xaraés em areas submetidas ao pastejo e em areas livres da presenca do gado, em campos
experimentais da Embrapa Gado de Corte em Campo Grande (MS). Amostras foram
coletadas e armazenadas em sacos plasticos estéreis. Folhas e caules foram submetidos a
esterilizacdo prévia e fragmentos deste material foram inoculados em meio de cultura. Apés
7 dias, iniciou-se o0 isolamento das colbnias de endofiticos. Material vegetal morto
(serrapilheira) foi submetido a agitacdo em agua destilada estéril por 24 horas. Aliquotas da
agua de lavagem foram inoculadas em meio de cultura, para isolamento dos fungos
saprofiticos. Para os dois grupos de fungos utilizou-se meio de cultura BDA contendo malte,
cloranfenicol e gentamicina. Foram isoladas 30 espécies de 14 géneros diferentes, sendo os
mais frequentes Aspergillus sp. e Penicillium sp., comumente associados a espécies
vegetais. Este estudo mostrou que existe variacdo na composicdo de fungos epifiticos e
saprofiticos associados aos cultivares Marandu e Xaraés de B.brizantha. Verificou-se
também que esta composicao é relativamente alterada em amostras submetidas ao pastejo
por gado, quando comparadas com aquelas presentes em areas sem pastejo. Das espécies
isoladas, somente quatro sdo reconhecidamente patogénicas para gramineas (Acremonium
stricitum, Dreschelera bicolor, Fusarium moniliforme e Colletotrichum dematium), embora
ndo tenham sido registrados sintomas de doencas causadas por essas espécies nas
amostras analisadas. Grande parte dos géneros isolados é considerada neutra ou parasita
oportunista (e.g., Penicillium sp., Fusarium sp, Aspergillus sp.). As espécies dos géneros de
Rizhopus sp., Trichoderma sp., Nigrospora sp., Paecilomyces sp. e Verticilium sp.
apresentam interagcdes mutualisticas altamente benéficas em outros sistemas fungo
enddfito-planta. Sugere-se que exista este mesmo tipo de interacdo entre os géneros
citados e os dois cultivares de B.brizantha analisados. Sugere-se também que a sanidade
observada nas amostras pode ser decorréncia da presenca de fungos endofiticos benéficos
associados.

Palavras-chave: micobiota, mutualismo, pastejo; saprofitismo
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ABSTRACT

The species Brachiaria brizantha plays a basic role in the sustainability of the Brazilian cattle
raising, being the used forage in pastures in Brazil. Due to scarcity of information on the
interactions between nonpathogenic fungi and this vegetal species, the present work had for
objectives the isolation and identification of endophytic fungi and saprophytic associated to
cv Marandu and Xaraes in areas submitted to grazing and those free of the cattle. The
experiment was carried out in experimental fields of the Embrapa Beef Cattle in Campo
Grande (MS). Samples had been collected and stored in sterile plastic bags. Leaves and
stems had been submitted to the previous sterilization and fragments of this material were
inoculated in culture medium. After 7 days, the isolation of the colonies of endophytics was
initiated. Dead vegetal material (litterfall) was submitted to stirring in distilled and sterile
water for 24 hours. Aliquot of the water extract were inoculated in culture medium in order
to isolate saprophytic fungi. For the two groups of fungi it was used BDA culture medium
containing malt, chloramphenicol and gentamicin. It was isolated 30 species of 14 different
genera, being the most frequent Aspergillus sp. and Penicillium sp., which are usually
associated to vegetal species. This study showed that exist variation in the composition of
epiphytic fungi and saprophytic associated to the cultivation Marandu and Xaraes of
B.brizantha. It was also verified that this composition relatively is modified in samples
submitted to grazing for the cattle, when compared with those located in areas without
grazing. Among the isolated species, only four are admittedly pathogenic for grassy
(Acremonium stricitum, Dreschelera bicolor, Fusarium moniliforme and Colletotrichum
dematium), although there has not been registered symptoms of illnesses caused for these
species in the analyzed samples. Great part of the isolated species is considered neutral or
opportunist parasites (e.g., Penicillium, Fusarium, Aspergillus). The species of the genera
Rizhopus sp, Trichoderma sp, Nigrospora sp, Paecilomyces sp and Verticilium sp present
highly beneficial mutualistic interactions in other systems endophytic fungi-plant. It is
suggested that there is the same type of interaction between the mentioned genera and the
two analyzed cultivation of B.brizantha. It is also suggested that the health observed in the
samples, can be in result of the presence of associated beneficial endophytic fungi.

Key words: mycobiota, mutualism, pasture, saprofitism
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. INTRODUCAO GERAL

1. Aspectos Ecoldgicos das Interacdes Fungo-Planta

As interagbes entre plantas, microrganismos e o ambiente séo
altamente complexas. Esta complexidade foi provavelmente alcancada pela
evolucédo da percepcao de alteracbes ambientais, que por sua vez modulou
com maior precisdo a intensidade e o tipo de resposta dos organismos

envolvidos. No decurso do tempo evolutivo, desenvolveram-se intensas
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inter-relacbes entre fungos e plantas (Mayer, 1989; Futuyma, 1992;

Rodriguez e Redman, 1997).

Os fungos ocupam a base da cadeia alimentar e desempenham uma
grande diversidade de fungbes nos ecossistemas que incluem: (1)
estabelecimento da estrutura e composicdo do solo (Metting, 1993); (2)
decomposicdo de matéria organica e reciclagem de nutrientes (Cromack e
Caldwell, 1992); (3) estabelecimento de diferentes tipos de associacbes
desde a simbiose até o parasitismo interespecifico e com outros individuos
da comunidade (Dickman, 1992; Burdon, 1993); (4) alteracdes na estrutura
das comunidades de plantas (Hudson, 1986); (5) fornecimento de nutrientes

para muitos artropodes e mamiferos (Lamont et al., 1985), entre outras.

Os fungos constituem um grupo de organismos carbono-
heterotréficos altamente versateis que tém ocupado com sucesso, a maioria
dos habitats naturais. Populacfes heterogéneas de fungos interagem com
plantas e podem estabelecer diferentes tipos de rela¢cbes ecoldgicas (Matta,
1982; Crawley, 1997), sendo a maioria dos fungos representada por
saprobios estritos. Aproximadamente 10% das espécies conhecidas de
fungos sao capazes de colonizar plantas, e fracdo menor é capaz de causar
doencas. Entretanto, entre os agentes causais de doencas infecciosas, 0s
fungos fitopatogénicos sdo 0s mais importantes economicamente, pelo
elevado indice de perda nas culturas de varias espécies (Knooge, 1996;
Fernandes, 2004). Por este motivo, a maioria dos estudos de interagéo
fungo-planta se concentrou nas relacdes entre plantas cultivadas e fungos

fitopatogénicos (Bailey, 1983).

Estudos realizados com diversos sistemas fungo-planta mostram
que existem diferentes tipos de interacdes entre estes organismos. Tais
interacbes podem ser do tipo patogénicas compativeis e incompativeis,
neutras ou mutualistas, sendo que nestas ultimas o fungo nao é capaz de
invadir tecidos vivos, como é o caso dos saprobios (Adaskaveg, 1992).
Fungos mutualistas conferem varios beneficios as plantas, como tolerancia a

drogas e metais, aumento do crescimento (Varma et al., 1999), resisténcia a
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doencas (Carrol, 1986; Freeman e Rodrigues, 1993; Redman et al., 1999),
resisténcia a herbivoria (Latch, 1993) e aumento da eficiéncia na aquisicao

de nutrientes (Read, 1999).

1.1. Fungos Endofiticos

Sao consideradas espécies endofiticas aquelas que habitam os
tecidos internos e sub-cuticulares de uma planta, por pelo menos parte do
ciclo de vida, sem lhe causar danos aparentes. Os endéfitos diferem dos
epifitos que vivem na superficie dos vegetais, e dos fitopatdogenos, que lhes
causam doencas (Araujo, 2001). Nem enddfitos, nem epifitos apresentam
haustorios, estrutura comum em fungos patogénicos. Em geral, as infec¢cOes
por fungos endofiticos ndo produzem sintomas externos, podendo estar
latentes ou serem assintomaticos, sendo as interacdées conhecidas como

neutras (Azevedo et al., 2002).

A teoria da associacao benéfica ou neutra entre microrganismos
teve inicio com o trabalho de Perotti (1926). Entretanto, o conhecimento de
microrganismos assintomaticos em tecidos vegetais iniciou antes de 1870
com Pasteur (revisado por Smith, 1911 apud Hallmann et al., 1997). N&o ha
registro de espécies vegetais em ecossistemas naturais que nao apresentem
associacdes simbidticas com fungos endofiticos e/ou micorrizicos (Petrini,
1986; Redman et al.; 1999). Nas ultimas décadas tornou-se evidente que 0s
fungos simbiontes desempenham papel critico na estrutura, funcdo e
equilibrio das comunidades de plantas (Saykkonen et al., 1998; Read,
1999). Na maioria dos casos estudados estas interacfes tém se mostrado
muito benéficas e podem estar relacionadas a sanidade vegetal, ja que
atuam no controle do crescimento de microrganismos patogénicos, inibem a
herbivoria por insetos, além de outras a¢des, que em conjunto, aumentam a
capacidade adaptativa da planta (Varma et al., 1999; Peixoto Neto et al.,
2002).

Exemplos de metabdlitos que podem ter a sintese induzida pelos
endofitos sdo as fitoalexinas, substancias de baixo peso molecular com
atividade antimicrobiana (Cordeiro-Neto e Dietrich, 1992). Por outro lado, os
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fungos também produzem, em muitos casos, micotoxinas e/ou metabdlitos
secundarios que eventualmente podem ter acdo téxica ou inibidora sobre

herbivoros, incluindo mamiferos (Clay, 1988; D'Mello e Macdonald, 1997).

Os endofitos sédo potencialmente (teis na agricultura e na industria,
particularmente na alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores para
introducdo de genes de interesse nas plantas (Fahey, 1988; Murray et al., 1992), como
agentes inibidores de pragas e patégenos (Volksch et al., 1992; Hallmann e Sikora,
1996) e como fontes de metabdlitos priméarios (Stamford et al., 1998) e secundarios de
interesse. Exemplos destes ultimos sdo o taxol, poderoso anticancerigeno (Stierle et
al., 1993; Wang et al., 2000), a criptocandina, um lipopeptideo antimicotico (Strobel et
al., 1999), além de outros compostos ativos. Relatos como o do taxol, inicialmente
isolado de Taxus brevifolia e, em seguida, de diversos enddfitos desta e de outras
plantas que o produzem, sugerem que a interacdo entre plantas e microrganismos

endofiticos deve ser melhor explorada.

1.2. Fungos epifiticos

Fungos epifiticos sdo aqueles que habitam a superficie da planta
hospedeira, também chamada filoplano. Estes microorganismos podem
apresentar dois tipos de interagbes: comensalista e mutualistica. Na primeira
interacdo o fungo coloniza a superficie da planta sem oferecer nada em troca

(Esposito e Azevedo, 2004).

Na interacdo mutualistica os fungos colonizam a superficie da
planta e impedem a colonizagcdo por microorganismos patogénicos ou
produzem compostos que tornam a planta menos atrativa para herbivoros
(insetos e mamiferos) beneficiando assim os dois organismos da interacgéo.
O fungo encontra um ambiente menos competitivo e com maior
disponibilidade de carboidratos secretados pela planta e esta por sua vez
recebe protecdo. Alguns fungos epifiticos competem com fungos
fitopatogénicos, onde o epifitico sintetiza compostos antagénicos que inibem

o desenvolvimento de patdgenos (Esposito e Azevedo, 2004).

Com a compreensao da natureza fisica, quimica e microbiologica da
superficie foliar, tornou-se amplamente reconhecido que grandes populacdes
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de microrganismos epifiticos vivem na superficie foliar e sdo capazes de
influenciar as espécies patogénicas no processo de infeccdao das folhas e
caules. O ambiente da superficie foliar difere sensivelmente daquele do solo,
caracterizando-se pela ocorréncia de variacbes maiores e mais rapidas.
Temperatura, umidade e a disponibilidade de nutrientes (exsudatos foliares,
residuos organicos, graos de podlen, secrecdes de afidios, macro e
microelementos, diversas substancias organicas, etc.) sdo determinantes na
composicao da micobiota epifitica. Além disso, novas superficies se tornam
progressivamente disponiveis para colonizacdo durante o processo de
desenvolvimento e diferenciacdo de plantas. Muitos pesquisadores tém
observado padrdes sazonais na composicao da micobiota do filoplano
(Andrews e Harris, 2000).

1.3. Micorrizas

Micorrizas sdo associacdes mutualistas entre certos fungos do solo
e as raizes absorventes da maioria das espécies vegetais. Existem varios
tipos de micorrizas, sendo as ectomicorrizas e as endomicorrizas do tipo
arbuscular (MAs) as de maior importancia (Siqueira, 1994). As
ectomicorrizas predominam em florestas de clima temperado, enquanto as
MAs sdo predominantes em florestas tropicais (Janos, 1980; Raven et al.,
2001). Estas ultimas sdo formadas por grupo restrito de fungos pertencentes

a Ordem Glomales dos Zigomicetos.

Na associacdo do tipo arbuscular ocorre intima interacdo entre os
parceiros, apresentando perfeita integracdo morfoldgica e fisiolégica, o que
resulta em alta compatibilidade funcional. A planta beneficia-se pelo
aumento da absorcdo de agua e nutrientes, principalmente de fésforo,
proporcionados pelas hifas fungicas, que funcionam como uma extensédo do
sistema radicular, enquanto a planta fornece ao fungo fotoassimilados
permitindo que ele complete seu ciclo, o que s6 ocorre na presenca do
hospedeiro (Siqueira e Franco, 1988; Raven et al., 2001). A simbiose
micorrizica contribui para a sobrevivéncia e crescimento das espécies,

principalmente em ambientes estressantes (Carneiro, et al., 1995; Siqueira
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e Saggin-Junior, 1995; Siqueira, 2002), onde as MAs exercem grande

influéncia na estruturacdo das comunidades vegetais (Siqueira et al., 1994).

As ectomicorrizas envolvem, mas ndo penetram nas células
radiculares, suas hifas crescem entre as células epidérmicas da raiz e do
cortex, formando uma rede caracteristica e ramificada, a rede de Harting,
que circunda muitas células epidérmicas e corticais. Em adicdo a rede
Harting, as ectomicorrizas sédo caracterizadas pelo manto ou bainha de hifas
que cobre a superficie da raiz. Corddes miceliais se estendem do manto para
o solo adjacente. Sao caracteristicas de certos grupos de arvores e arbustos,
encontrados em diversas familias de zonas temperadas, como as faias
(Fagaceae), os carvalhos da familia das bétulas (Betulaceae), os pinheiros
(Pinaceae), entre outras. Embora frequentes nas formacdes florestais, 0s
fungos ectomicorrizicos, Basidiomycetes, Ascomycetes, e morchelas
comestiveis (Raven et al., 2001) variam em compatibilidade e eficiéncia,
dependendo das espécies simbiontes e das condigcbes ambientais (Garbaye,
1990; Smith e Read, 1997), exigindo estudos prévios para se detectar as

melhores combinacgdes fungo-hospedeiro-ambiente.

Assim, o controle dessas combinacfes, denominado controle da
micorrizacdo pode melhorar a produtividade das florestas (Garbaye, 1984).
Resultados expressivos tém sido obtidos pelo controle da micorrizagdo em
diferentes paises, mostrando seu grande potencial para o setor florestal
(Garbaye, 1990). Outro papel que pode ser atribuido ao fungo nas raizes é o
de liberar enzimas no solo para degradacdo de nutrientes tornando-os

biodisponiveis a planta (Raven et al., 2001).
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1.4. Fungos fitopatogénicos

Nas interagfes em que os fungos invadem as células em busca de
nutrientes, abrigo ou transporte, estabelece-se uma relacao de parasitismo.
Neste tipo de interacdo o beneficio é unidirecional (Scarpari et al., 2003). Os
fungos patogénicos produzem grande diversidade de sinais potenciais, e de
maneira analoga a producdo de antigenos pelos patdégenos de mamiferos;
alguns destes sdo detectaveis por algumas plantas (Bent, 1996). No
patégeno, um gene é chamado de “gene de aviruléncia” se sua expressao
determina a producado de sinais que provocam forte resposta na planta,
induzindo a expressao de “gene de resisténcia” (Keen, 1990). No entanto, a
expressdao do gene de aviruléncia ndo impede o patdgeno de ser virulento

para hospedeiros que nao tenham o correspondente gene de resisténcia.

Flor (1956) demonstrou a complementaridade dos sistemas génicos
do hospedeiro e do patdégeno. Apos investigar exaustivamente as interacfes
entre varios gendtipos de linho e do fungo Melampsora lini, ele propds o
modelo de relacdo gene-a-gene. Segundo ele, a incompatibilidade acontece
quando uma planta possui um gene dominante de resisténcia que
corresponde a um gene de aviruléncia a um determinado patégeno. Uma
unica planta pode ter muitos genes de resisténcia, assim como o patégeno
também pode ter varios genes de aviruléncia. A resposta de defesa, que
evita a infeccdo, se d4 a partir do momento em gque a planta “reconhece” um
produto particular do patégeno controlado pelo gene de aviruléncia.
Conforme Lindsay et al. (1993), estes produtos do gene de aviruléncia
implicados na percepcdo do ataque pela planta abrangem um grupo de
moléculas coletivamente chamadas de eliciadores. Apds detectarem a
presenca do patdgeno, as plantas respondem ao ataque através da inducao
de um arsenal bioquimico e estrutural de defesa. Estes compostos de defesa
inibem o desenvolvimento do patégeno através da digestdo de suas paredes
celulares, da fortificacdo das paredes celulares da planta, e/ou da

biossintese de compostos antimicrobianos.
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Frequentemente a primeira reacao de defesa € a resposta de
hipersensibilidade (HR), que envolve uma necrose localizada, devido a morte
rapida de poucas células ao redor do local da penetracdo, apds a liberacao
dos compostos antimicrobianos (Chasan, 1994, Barbieri e Carvalho, 2001).
Assim, o sistema gene-a-gene é um mecanismos da “queda-de-bracos”
genética entre patdgeno e hospedeiro, num processo coevolutivo que inclui o
aparecimento de novas mutacdes ou a introducdo de novos genes, que
conferem maior resisténcia ou maior viruléncia ao hospedeiro e ao parasita,

respectivamente.

1.5. Fungos saprofiticos

Fungos saprofiticos desempenham papel muito importante na
manutencdo do equilibrio de ecossistemas, principalmente através da
decomposicado da matéria organica, utilizando sistema de enzimas digestivas

secretadas no ambiente (Moore et al., 2004).

Os fungos saprobios tém recebido maior atencdo como indutores
potenciais de resisténcia (Guenoune et al., 2001; Yedidia et al., 2003).
Existem fortes evidéncias de que os saprobios induzem a producdo de
compostos de defesa em plantas em concentracdes suficientemente altas
para prevenir seu crescimento in vitro. Portanto, a presenca destes fungos
na superficie de plantas nao é inteiramente passiva desde que podem induzir
protecdo contra infec¢cbes subsequentes por patdégenos (Yedidia et al.,
1999). Além disso, alguns autores verificaram que fungos saproébios sao
capazes de penetrar tecidos vivos sem causar doencas (Yedidia et al., 1999;
Yedidia et al., 2003). A tentativa de fungos saprébios em sobrepor as
barreiras de resisténcia interpostas pelas plantas, pode ter sido o primeiro
passo na evolucdo destes microrganismos para formas efémeras de vida

parasitaria (Yedidia et al., 2003; Howell, 2003).

Marques (2006) demonstrou haver alguma correlacdo entre o
aumento da resisténcia de uma espécie vegetal nativa da Mata Atlantica com
a presenca de esporos de fungos saprobios na superficie foliar. Além deste,
outros estudos também apontam para o envolvimento dos microrganismos
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saprobios na inducdo da resisténcia generalizada em plantas. Entre eles
pode-se citar: a) os estudos da atividade eliciadora da sintese de fitoalexinas
de esporos de um fungo saprébio sobre diversas espécies de plantas nativas
(Braga et al., 1986; Braga e Dietrich, 1991); b) a acado sinergistica benéfica
de fungos saprofiticos e micorrizas vesiculo-arbusculares sobre o
crescimento de milho (Zea mays) e alface (Lactuca sativa) (McAllister et al.,
1994) e de Citrus reshni (Camprubi et al., 1995); c) a capacidade de um
fungo saprébio em eliciar a sintese de B 1,3 glucanases e quitinases em
raizes de abeto (Asiegbu et al., 1994) e d) o rapido acumulo de mRNAs
tipicos de genes da familia dos receptores do tipo quinases, em resposta a
infiltracdo de células de uma bactéria saprofitica em Brassica oleracea

(Pastuglia et al., 1997).

Existem inumeros estudos que apontam para a utilizacdo de fungos
saprofiticos no controle de doencas em plantas. Varias espécies de
Trichoderma spp. sdo fungos que estdo presentes no solo ou sobre matéria
morta. As habilidades desses fungos benéficos sdo conhecidas desde 1930
(Yedidia et al., 1999) e desde entdao muitos estudos tém sido feitos para
comprovar a eficacia dos mesmos no controle de doengas em plantas. Estes
fungos crescem através das hifas de outros fungos, interagem por uma
reacdo mediada por lectinas e degradam as paredes celulares do fungo alvo
pela secrecdo de diferentes tipos de enzimas liticas. Este processo,
conhecido como micoparasitismo limita o crescimento e a atividade de
muitos fungos fitopatogénicos (Carsolio et al., 1999). Por outro lado,
algumas racas especificas de Trichoderma spp., colonizam e penetram as
raizes vegetais, desencadeando Vvérias alteracbes morfolégicas e
bioquimicas, consideradas como parte importante das respostas de defesa
de plantas, conhecida como resisténcia sistémica adquirida (Yedidia et al.,
2001).

2. O género Brachiaria e seus aspectos

Membro da familia Poaceae possui habito herbaceo, caule cilindrico

ou eliptico em corte transversal, corpos de silica nas paredes das células da
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epiderme, filotaxia distica, com presenca de bainha abarcante e ligula, que
pode ser uma membrana ou tricomas e vai estar sempre entre a lamina
foliar e a bainha. Venacdo paralela, inflorescéncia paniculada com flores
pequenas agregadas em espiguetas (Judd et al.,2002). A espigueta, unidade
basica da inflorescéncia de gramineas é tradicionalmente utilizada na
classificacdo taxondmica (Clayton e Renvoize, 1986). Uma das maiores
familias de Angiospermas, €& provavelmente a de maior importancia

econdmica para o homem.

Grande numero de seus representantes fornece forragem para o
gado, e muitos géneros sdo cultivados como graos comestiveis, como milho,
trigo, cevada, sorgo, centeio, aveia e arroz (Joly, 1991). O género Brachiaria
abrange cerca de 80 espécies (Monteiro et al., 1974) distribuidas nas
regides tropicais de ambos os hemisférios do globo, ocorrendo
principalmente na Africa. No Brasil, sdo registradas até hoje, 16 espécies,
das quais cinco sdo nativas; trés foram provavelmente introduzidas ha
varias décadas, sendo, portanto, agronomicamente consideradas como
nativas; e outras sete, foram introduzidas recentemente, e cultivadas como

forrageiras (Sendulsky, 1977).

No Brasil, a bovinocultura de corte vem se consolidando como
atividade competitiva, tendo expressiva participacdo no produto interno
bruto. Aproximadamente 90% da producdo de carne € proveniente de
sistemas de criacdo extensivos (ANUALPEC, 2004). A alimentacdo do
rebanho exclusivamente em pasto, chamado boi verde ou boi de pasto, tem

efeito diferencial no mercado, aquecendo as exportacdes da carne brasileira.

A expansdo da area cultivada com pastagens é uma estratégia para
garantir a sustentabilidade da cadeia produtiva de carne. Estima-se que as
pastagens cultivadas no pais ocupem area superior a 90 milhées de hectares
(Andrade et al., 2004). As espécies de Brachiaria sdo as forrageiras
predominantes, sobretudo nas regifes Centro-Oeste e Norte. Entre essas, B
.brizantha (Hochst ex A. Rich.) Stapf. Cv. Marandu (popularmente conhecida

como capim-marandu ou brizantdo) é a mais cultivada (Andrade e Valentim,
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2004). Atributos como tolerancia a baixa fertilidade do solo, boa
palatabilidade, altos teores de proteinas e de soélidos totais, elevada
produtividade quando devidamente adubada e manejada sdo algumas das
vantagens apresentadas por este cultivar (Salermo et al., 1990); Zimmer et
al. (1998).

O lancamento de novas cultivares de gramineas forrageiras resulta
da demanda crescente pela busca por plantas mais competitivas, menos
exigentes em fertilidade do solo, com menor sazonalidade de producao e
maior resisténcia a pragas e doencgas, entre outros. Em atendimento a essa
demanda, o Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte da EMBRAPA
lancou a cultivar de B. brizantha denominada Xaraés. Segundo Valle et al.
(2003), a cultivar Xaraés foi liberada com o objetivo de promover a
diversificacdo de espécies forrageiras nas pastagens do género Brachiaria,
oferecendo opcao alternativa de qualidade a B. brizantha cv. Marandu,
desencorajando, assim, o monocultivo pecuario predominante no Brasil

Central.

B. brizantha cv. Xaraés é uma cultivar que produz plantas
vigorosas, atingindo altura média de 1,5 m. E indicada para regides de clima
tropical umido e para as regifes de cerrados, com estacdo seca variando
entre quatro e cinco meses (Valle et al., 2003). Desenvolve-se bem em
diferentes tipos de solos, notadamente os de média a alta fertilidade natural
apresentando boa resposta a adubacdo, bom comportamento em solos
arenosos, moderada resisténcia ao ataque das cigarrinhas-das-pastagens e
boa palatabilidade. E uma forrageira de estabelecimento rapido e com
rebrotacdo superior a da cultivar Marandu (Valle et al., 2003). Juntas, as
cultivares Marandu e Xaraés, ocupam mais de 50% das areas de pastagens
da regidao Centro-Oeste (Macedo, 2005) e 65 % das pastagens da regidao

Norte (Dias-Filho e Andrade, 2005).
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3. Interacdes Fungo-Planta em Gramineas Forrageiras

Muitos trabalhos tém indicado que na natureza as associacdes entre
gramineas e fungos endofiticos devem ser mutualisticas. Clay (1987)
apresenta resultados de estudos que sugerem que populacdes de Lolium
perenne e Festuca arundinacea, as quais fazem associacbes com fungos
endofiticos, apresentam vantagens seletivas sobre populacbées das mesmas
espécies vegetais na auséncia de tais associagcbes. Suas sementes
apresentam maior taxa de germinacdo, as plantas produzem mais biomassa

e as pastagens vigor superior.

Acremonium caenophialum é um endofitico de graminea e tem
efeito inibitério sobre varios patégenos (Clay, 1989). Kanda et al. (1994)
reportaram a preferéncia da larva de Parapediasia teterrella Zincken
(lepidéptera) por individuos de L. perenne e F. arundinacea sem associacao
com Acremonium sp., enquanto a larva pode jejuar até a morte se somente

plantas associadas ao fungo estiverem disponiveis.

Em levantamento realizado em pastagens de gramineas nativas
endémicas no Kenya, foram identificados 58 géneros de fungos
filamentosos, a maioria deles, associada ao filoplano, de modo epifitico.
Entre os mais frequentes, estdo os géneros Alternaria, Bipolaris, Curvularia,
Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Periconia, Phoma e Pithomyces Caretta et
al., 1999. Alguns destes, como espécies de Alternaria e Phoma, séo
essencialmente epifiticas, enquanto as folhas estdo vivas. Entretanto, sob
condicdes de estresse da planta podem vir a ser endofiticos ou até parasitas.
Um colonizador comum encontrado em gramineas, no Kenya, foi a espécie
Leptosphaerulina chartarum e seu anamorfo Pithomyces chartarum, que
embora tenha distribuicdo por todo o mundo, cresce como saprofitico
somente na Nova Zelandia, Australia e América do Sul, incluindo o Brasil,
produzindo grande numero de esporos contendo esporodesmina, cujo

consumo causa eczema facial em ovelhas (Caretta et al., 1999).

Por outro lado, existem muitas espécies de endofiticos que causam
doencas em gramineas. Os fungos Puccinia sp. e Cercospora fuscimaculans
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causam manchas foliares e podem provocar perdas consideraveis em
Paspalum atratum e P. guenoarum. O fungo patogénico Tilletia ayresii
Berkerley também tem sido encontrado nas inflorescéncias de forrageiras
em areas de producado de sementes, principalmente em Panicum maximum.
As flores das paniculas infectadas ndo sdo capazes de formar sementes
viaveis e, desta forma, a producdo de sementes da forrageira fica
comprometida. Ainda, em Panicum foram encontradas manchas foliares
causadas por Cercospora spp. e Phoma spp. e sementes infectadas por
diversos fungos como, por exemplo, Fusarium spp. Estes problemas
carecem, todavia, de maiores estudos visando conhecer a extensao do dano

para recomendacdes de controle (Verzignassi e Fernandes, 2001).

3.1. O género Brachiaria e sua interacao com fungos

Com a expansao das pastagens cultivadas e intensificagdo da
atividade pecuaria nos ultimos anos, varias doencas em espécies de
Brachiaria comecaram a ter importancia significativa, especialmente nas
regides Centro-Oeste e Norte do Brasil, causando perdas na produtividade e
na qualidade das pastagens. Entretanto, sdo escassas informacoes
referentes aos agentes causais dessas doencgas nas pastagens e nos campos
de producdo de sementes, bem como sua influéncia na capacidade de
suporte e produtividade destas espécies. Também sédo raros os resultados de
pesquisa quanto a influéncia de patdégenos na germinacdo, vigor e na
sanidade das sementes visando sua conservacao (Verzignassi e Fernandes,

2001).

A presenca do fungo Acremonium coenophialum em espécies de
Brachiaria induz a producdo de alcaléides que causam toxicidade em
bovinos, principalmente inibindo a producédo de leite, provocando abortos,
ma formacao congénita, distdrbios nervosos e morte (Kelemu et al., 2001,
2002 e 2003). De acordo com Verzignassi e Fernandes (2001), entre as
doencas consideradas mais importantes pode-se citar a mela-das-sementes
da braquiaria, causada pelo fungo Claviceps sulcata (forma teleomorfica de

Sphacelia sp.). O patégeno coloniza o ovario das flores e provoca o

44



sintoma/sinal conhecido como "honey-dew" ou mela nas inflorescéncias e
nelas sdo observadas gotas de coloracdo aurea, sobre as quais desenvolve-
se o micélio hialino do fungo. Inicialmente, esse exsudato é pegajoso e
atrativo a insetos e depois, torna-se mais consistente, podendo envolver
toda a panicula e tornando a colheita das sementes inexequivel (Verzignassi
e Fernandes 2001).

Mais recentemente, em &areas com precipitacdo anual superior a
1.800 mm (norte de Mato Grosso, RondoOnia e Acre), foram constatados
danos severos a espécie de Brachiaria causados por Rhizoctonia solani
(Albuquerque et al., 2000). No Estado do Para, em 2001, foi constatada a
morte de plantas de B. brizantha cv. Marandu causada pelo fungo Pythium
perillum associado a Rhizoctonia solani, atingindo cerca de 56 mil hectares
(Mattos et al., 2005). O carvao da braquiéaria, provocado pelo fungo Ustilago
operta, € outra doenca recentemente encontrada e que afeta a producéo de
sementes em pelo menos uma cultivar de Brachiaria brizantha em teste. O
agente etiolégico é capaz de colonizar toda a semente, formando uma
massa compacta no lugar do endosperma. Esta doenca ainda nao havia sido
relatada no Brasil, indicando tratar-se de espécie exdtica. O controle, por
meio de produtos quimicos ainda € desconhecido e a resisténcia de

diferentes braquiarias a esta doenca deve ser investigada (Verzignasssi e

Fernandes, 2001).

Além desses, varios outros agentes patogénicos tém sido relatados
em gramineas forrageiras na Regido Centro-Oeste, principalmente afetando
a parte aérea das plantas. Ha relatos da ocorréncia de manchas foliares
causadas por Drechslera incurvata de ferrugem (Puccinia levis var. panici-
sanguinalis), além do virus-do-mosaico em B .brizantha cv. Marandu, porém

sem causar prejuizos consideraveis (Verzignassi e Fernandes, 2001).

Existem relatos na literatura referentes ao isolamento e
caracterizacdo do fungo saprofitico Pithomyces chartarum (Dematiaceae), a
partir da matéria morta de uma espécie de Brachiaria (Domsch et al., 1980;

Schenk e Schenk, 1983). O grande interesse de alguns pesquisadores por
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esse fungo deve-se a correlacao feita entre sua presenca e o surgimento de
casos de fotossensibilizacdo em bovinos. Atribui-se a presenca de
Pithomyces chartarum a |liberacdo de uma toxina denominada
esporodesmina, causadora de uma lesdo hepatica que impossibilita o
metabolismo da filoeritrina. Esta substancia foto-ativa acumula-se na
circulacdo periférica, e com a incidéncia de raios UvA e UvB desencadeiam
lesbes cutaneas, podendo levar o animal a Obito por insuficiéncia hepatica
(Driemeier et al., 1998).

Um dos poucos estudos, no Brasil, de espécies fungicas nao
patogénicas que interagem com o0 género Brachiaria foi realizado por
Rodrigues e Dias-Filho (1996). Os autores fizeram um levantamento da
micobiota endofitica associada a B.brizantha cv. Marandu e B. humidicola no
Estado do Para, e encontraram, principalmente, espécies pertencentes a
classe Deuteromycetes atualmente incluido no grupo artificial denominado
fungos anamorfos (Kirk ,et al; 2001) e menor frequéncia de Ascomycetes.
Alguns géneros como Curvalaria, Fusarium e Phoma foram encontrados nas

duas espécies de Brachiaria.

1. OBJETIVOS

Tendo em vista a grande importancia de Brachiaria brizantha para a
pecuaria brasileira e pela escassez de informacdes sobre as interacdes entre
fungos nao patogénicos e esta espécie vegetal, o presente trabalho visa o
isolamento e a identificacdo de fungos endofiticos e saprofiticos associados
as cultivares Marandu e Xaraés em areas submetidas a pastejo e em area de
producdo de sementes, com auséncia de gado. O resultado deste trabalho
permitird verificar se existe diferenca na frequéncia e diversidade das
espécies fungicas nas diferentes cultivares e na presenca e auséncia de

pastejo.
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DE Brachiaria brizantha (Hochst. ex Rich.) Stapf. cv MARANDU E cv XARAES
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Tendo em vista a grande importancia da espécie Brachiaria brizantha para a
pecuéria brasileira e devido a escassez de informacdes sobre as interacdes entre
fungos ndo patogénicos e esta espécie vegetal, o presente trabalho teve por objetivos o
isolamento e identificacdo de fungos endofiticos e saprofiticos associados aos
cultivares Marandu e Xaraés em areas submetidas ao pastejo e em areas livres da
presenca do gado, em campos experimentais da Embrapa Gado de Corte em Campo
Grande (MS). Amostras foram coletadas e armazenadas em sacos plasticos estéreis.
Folhas e caules foram submetidos a esterilizacdo prévia e fragmentos deste material
foram inoculados em meio de cultura. Apos 7 dias, iniciou-se o isolamento das colénias
de endofiticos. Material vegetal morto (serrapilheira) foi submetido a agitacdo em agua
destilada estéril por 24 horas. Aliguotas da agua de lavagem foram inoculadas em meio
de cultura, para isolamento dos fungos saprofiticos. Para os dois grupos de fungos
utilizou-se meio de cultura BDA contendo malte, cloranfenicol e gentamicina. Foram
isoladas 30 espécies de 14 géneros diferentes, sendo os mais frequientes Aspergillus
sp. e Penicillium sp., comumente associados a espécies vegetais. Este estudo mostrou
que existe variacdo na composicdo de fungos epifiticos e saprofiticos associados aos
cultivares Marandu e Xaraés de B.brizantha. Verificou-se também que esta composicao
€ relativamente alterada em amostras submetidas ao pastejo por gado, quando
comparadas com aquelas presentes em areas sem pastejo. Das espécies isoladas,
somente quatro sdo reconhecidamente patogénicas para gramineas (Acremonium
stricitum, Dreschelera bicolor, Fusarium moniliforme e Colletotrichum dematium),
embora ndo tenham sido registrados sintomas de doencas causadas por essas
espécies nas amostras analisadas. Grande parte dos géneros isolados é considerada
neutra ou parasita oportunista (e.g., Penicillium sp., Fusarium sp, Aspergillus sp.). As
espécies dos géneros de Rizhopus sp., Trichoderma sp., Nigrospora sp., Paecilomyces
sp. e Verticilium sp. apresentam interagbes mutualisticas altamente benéficas em
outros sistemas fungo endofito-planta. Sugere-se que exista este mesmo tipo de
interagdo entre os géneros citados e os dois cultivares de B.brizantha analisados.
Sugere-se também que a sanidade observada nas amostras pode ser decorréncia da
presenca de fungos endofiticos benéficos associados.

Palavras-chave: micobiota, mutualismo, pastejo; saprofitismo
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ABSTRACT

The species Brachiaria brizantha plays a basic role in the sustainability of the Brazilian
cattle raising, being the used forage in pastures in Brazil. Due to scarcity of information
on the interactions between nonpathogenic fungi and this vegetal species, the present
work had for objectives the isolation and identification of endophytic fungi and
saprophytic associated to cv Marandu and Xaraés in areas submitted to grazing and
those free of the cattle. The experiment was carried out in experimental fields of the
Embrapa Beef Cattle in Campo Grande (MS). Samples had been collected and stored
in sterile plastic bags. Leaves and stems had been submitted to the previous
sterilization and fragments of this material were inoculated in culture medium. After 7
days, the isolation of the colonies of endophytics was initiated. Dead vegetal material
(litterfall) was submitted to stirring in distilled and sterile water for 24 hours. Aliquot of
the water extract were inoculated in culture medium in order to isolate saprophytic fungi.
For the two groups of fungi it was used BDA culture medium containing malt,
chloramphenicol and gentamicin. It was isolated 30 species of 14 different genera,
being the most frequent Aspergillus sp. and Penicillium sp., which are usually
associated to vegetal species. This study showed that exist variation in the composition
of epiphytic fungi and saprophytic associated to the cultivation Marandu and Xaraes of
B.brizantha. It was also verified that this composition relatively is modified in samples
submitted to grazing for the cattle, when compared with those located in areas without
grazing. Among the isolated species, only four are admittedly pathogenic for grassy
(Acremonium stricitum, Dreschelera bicolor, Fusarium moniliforme and Colletotrichum
dematium), although there has not been registered symptoms of illnesses caused for
these species in the analyzed samples. Great part of the isolated species is considered
neutral or opportunist parasites (e.g., Penicillium, Fusarium, Aspergillus). The species of
the genera Rizhopus sp, Trichoderma sp, Nigrospora sp, Paecilomyces sp and
Verticilium sp present highly beneficial mutualistic interactions in other systems
endophytic fungi-plant. It is suggested that there is the same type of interaction between
the mentioned genera and the two analyzed cultivation of B.brizantha. It is also
suggested that the health observed in the samples, can be in result of the presence of
associated beneficial endophytic fungi.

Key words: mycobiota, mutualism, pasture, saprofitism
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INTRODUCAO

No Brasil, a bovinocultura de corte vem se consolidando como atividade
competitiva, tendo expressiva participacdo no produto interno bruto. Aproximadamente
90% da producdo de carne é proveniente de sistemas de criacdo extensivos
(ANUALPEC, 2004). A alimentag&o do rebanho exclusivamente em pasto, chamado boi
verde ou boi de pasto, tem efeito diferencial no mercado, aquecendo as exportacdes da
carne brasileira. Estima-se que as pastagens cultivadas nas regifes tropicais do pais
ocupem uma area superior a 90 milhdes de hectares (Andrade et al., 2004). As
espécies do género Brachiaria sdo as forrageiras predominantes, sobretudo nas
regides Centro-Oeste e Norte do pais. Entre essas, B.brizantha (Hochst ex-A.Rich)
Stapf cv Marandu (popularmente conhecida como capim-marandu ou brizantdo) € a
mais cultivada (Andrade e Valentim, 2004). Com o objetivo de promover a
diversificacdo de espécies forrageiras nas pastagens do género Brachiaria, a Embrapa
Gado de Corte (Campo Grande-MS) langcou em 1996 um novo cultivar denominado
Xaraés. E uma forrageira de estabelecimento rapido e com rebrotacdo superior & do
cultivar Marandu (Valle et al., 2003). Juntos, os cultivares Marandu e Xaraés ocupam
mais de 50% das areas de pastagens da regido Centro Oeste (Macedo, 2005) e 65 %
das pastagens da regido Norte (Dias-Filho e Toledo, 1993; Dias-Filho, 2005).

Com a expansdo das pastagens cultivadas e intensificacdo da atividade
pecuaria nos ultimos anos, varias doencas em espécies de Brachiaria comecaram a ter
importancia significativa, especialmente nas regides Centro-Oeste e Norte do Brasil,
causando perdas na produtividade e na qualidade das pastagens. Informacdes
referentes aos agentes causais dessas doencas nas pastagens e nos campos de
producdo de sementes, bem como sua influéncia na capacidade de suporte e
produtividade da braquiaria sdo escassas. Também s&o raros 0s resultados de
pesquisa quanto a influéncia de patégenos na germinacao, vigor e na sanidade das
sementes visando sua conservacdo (Verzignassi e Fernandes, 2001). Entre as
doencas consideradas mais importantes esta a mela-das-sementes da braquiaria,
causada pelo fungo Claviceps sulcata (Versignassi e Fernandes, 2001); a morte de
B.brizantha cv. Marandu causada pelos fungos Pythium perillum associado a
Rhizoctonia solani em areas com alta precipitacdo anual (Albuquerque et al., 2000) e o
carvao da braquiéria, provocado pelo fungo Ustilago operta, que afeta a producédo de
sementes em pelo menos um tipo de Brachiaria brizantha (Versignassi e Fernandes,
2001).
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Em um levantamento realizado em pastagens de gramineas nativas
endémicas no Kenya, foram identificados 58 géneros de fungos filamentosos, a maioria
deles, associada ao filoplano, de modo epifitico. Entre os mais freqlientes, estdo os
géneros Alternaria, Pithomyces, Phoma, Bipolaris, Epicoccum, Fusarium, Curvularia,
Periconia e Nigrospora (Caretta, et al., 1999). Um colonizador comum encontrado em
gramineas, no Kenya, foi a espécie Leptosphaerulina chartarum e seu anamorfo
Pithomyces chartarum, que embora tenha distribuicdo por todo o mundo, somente na
Nova Zelandia, Australia e América do Sul, incluindo o Brasil, cresce como saprofitico,
produzindo um grande namero de esporos contendo esporodesmina, cujo consumo

causa eczema facial em ovelhas (Caretta, et al., 1999).

Um dos poucos estudos de espécies fungicas ndo patogénicas que
interagem com o género Brachiaria no Brasil foi realizado por Rodrigues e Dias-Filho
(1996). Os autores fizeram um levantamento da micobiota endofitica associada a
B.brizantha cv. Marandu e B. humidicola no estado do Para, e encontraram, em sua
maioria, espécies pertencentes aos Deuteromicetos e uma menor freqiéncia de
Ascomicetos. Alguns géneros como Curvalaria, Phoma e Fusarium foram encontrados

nas duas espécies de Brachiaria.

Nas ultimas décadas tornou-se evidente que os fungos simbiontes ou que
estabelecem interacbes neutras desempenham papel critico na estrutura, funcéo e
equilibrio das comunidades de plantas (Read, 1999). Na maioria dos casos estudados
estas interagbes tém se mostrado muito benéficas e podem estar relacionadas a
sanidade vegetal, ja que atuam no controle do crescimento de microrganismos
patogénicos, inibem a herbivoria por insetos, e a varios estresses abidticos, que em
conjunto, aumentam a capacidade adaptativa da planta (Peixoto Neto et al., 2002).
Algumas evidéncias também mostram que fungos endofiticos podem influenciar na
dindmica de populagbes, na diversidade da comunidade vegetal e na funcdo de uma
determinada espécie dentro de um ecossistema. Estudos mais recentes sugerem que
interacfes planta-endofito sdo variaveis e vao do antagonismo ao mutualismo. Tintjer e
Rudgers (2006) discutem a historia de vida de algumas dessas interacées e propoe
que fatores como reproducédo e padrao de infeccdo do endéfito, bem como a variagédo
fenotipica além de outros fatores ecologicos, influenciam a direcdo e a forca da

interacdo enddfito-planta hospedeira.
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Azevedo e colaboradores (2000, 2002) ressaltam a extrema importancia da
presenca de endofiticos no controle de pestes e doencas na agricultura. Estes autores
propdem o desenvolvimento de programas de melhoramento vegetal voltados para a
introducdo de espécies endofiticas que contribuam para o estabelecimento de novas
caracteristicas agrondmicas. Microorganismos endofiticos podem ser utilizados como
vetores para introducdo de genes de em plantas (Fahey, 1988; Murray et al., 1992),
como agentes inibidores de pragas e patdégenos (Volksch et al., 1992; Hallmann e
Sikora, 1996) ou como fontes de metabdlitos primarios (Stamford et al., 1998) e
secundarios de interesse. Algumas espécies de Brachiaria tém desenvolvido
caracteristicas agronémicas que sao atribuidas a sua interagcdo com o fungo endofitico
Acremonium implicatum, como o aumento de resisténcia a doengas importantes como
a mancha foliar causada pelo fungo Rhizoctonia sp. e a doencas causadas por

Drechslera sp., além de maior tolerancia a seca e ao ataque de insetos (CIAT, 2004).

Os fungos saprofiticos sdo conhecidos ha muito tempo como decompositores
da matéria orgénica, utilizando um sistema de enzimas digestivas secretadas no
ambiente, desempenhando um papel fundamental na manutencdo do equilibrio de
ecossistemas (Moore et al., 2004). Mais recentemente, 0s saprobios tém sido
considerados importantes indutores de resisténcia (Guenoune et al., 2001; Yedidia et
al., 2003). Existem fortes evidéncias de que os saprébios induzem a producdo de
compostos de defesa em plantas em concentragdes suficientemente altas para prevenir
seu crescimento in vitro. Portanto, a presenca destes fungos na superficie de plantas
ndo é inteiramente passiva desde que podem induzir protecdo contra infeccdes
subsequentes por patégenos (Yedidia et al., 1999). Além disso, alguns autores
verificaram que fungos saprébios sdo capazes de penetrar tecidos vivos sem causar
doencas (Yedidia et al., 1999; Yedidia et al., 2003). Marques (2006) demonstrou haver
alguma correlagcdo entre o aumento da resisténcia de Palicourea marcgravii, uma
espécie vegetal nativa da Mata Atlantica, com a presenca de esporos do fungo
saprobio Mucor ramosissimus na superficie foliar desta espécie vegetal. Muitos
saprébios sdo micoparasitas de fungos patogénicos, limitando seu crescimento e
atividade, outros podem desencadear alteracbes morfologicas e bioquimicas
consideradas como parte importante das respostas de defesa de plantas (Carsolio et
al., 1999).

Tendo em vista a grande importancia da espécie Brachiaria brizantha para a
pecuéria brasileira e devido a escassez de informacdes sobre as interacdes entre
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fungos néo patogénicos e esta espécie vegetal, o presente trabalho visa o isolamento e
identificacdo de fungos endofiticos e saprofiticos associados a estes dois cultivares em
areas submetidas a pastejo e em areas livres da presenc¢a do gado. O resultado deste
trabalho permitira verificar se existe diferenca na frequiéncia e diversidade das espécies

fungicas nos diferentes cultivares e na presenca e auséncia de pastejo pelo gado.

MATERIAL E METODOS

Area de coleta

O material vegetal foi coletado em campos experimentais denominados
areas de producdo de sementes de pastagem (APSP) e em areas de pastagem
convencional (PC) do Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Corte —
CNPGC/EMBRAPA, localizada em Campo Grande, MS, Brasil. Na APSP as gramineas
sao plantadas em parcelas de 2 x 2 m, as amostras foram retiradas de todas as plantas
das cultivares (cv Marandu e cv Xaraés) em estudo. Nas PCs foram coletadas
amostras em areas de 1 hectare em 20 pontos ao acaso, distantes entre si, no minimo,
100 m. Amostras da parte aérea das plantas (para isolamento dos fungos endofiticos) e
de serrapilheira (para isolamento dos fungos saprofiticos) foram acondicionadas e
lacradas em sacos plasticos previamente esterilizados e armazenadas a 4°C. Foi
realizada uma coleta, no més de agosto de 2005, em que a temperatura média mensal
foi de 22,3°C e umidade relativa 46%.

Isolamento, purificacao e identificagéo dos fungos

O trabalho de isolamento e purificacdo foi realizado nos Laboratérios de
Bioquimica Vegetal e Biologia Geral da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Para os fungos endofiticos, por¢cdes da parte aérea das plantas foram desinfetadas
superficialmente por imersdo em detergente comercial 10% por 10 minutos, hipoclorito
(NaOCl) 10% por 10 minutos, lavagem em &agua destilada esterilizada, imersdo em
alcool 70% por 3 minutos. Posteriormente foi realizada lavagem em agua destilada por
cinco vezes. ApOs secagem com gaze e papel filtro, caule e folhas foram recortados
assepticamente e fragmentos de 1 cm? foram distribuidos em placas de Petri com meio
BDA malte, contendo cloranfenicol (100 mg/L) e sulfato de gentamicina (250 mg/L) e
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incubados a 35°C até 7 dias. Cada uma das coldnias foi transferida para sucessivas
placas com o mesmo meio de cultura, e quando puras foram transferidas para tubos
com meio inclinado, incubadas e armazenas a 4°C para posterior andlise.

Para o isolamento dos fungos saprofiticos, por¢cdes de 40g de serrapilheira
foram imersas em frascos com 200 mL de agua destilada esterilizada e agitadas
continuadamente por 48 horas. Aliquotas de 2 mL foram semeadas em placas de Petri
com meio BDA malte, adicionado de cloranfenicol (100 mg/L) e sulfato de gentamicina
(250 mg/L) e incubados a 35°C de 7 dias até 5 semanas. Cada uma das coldnias foi
transferida para sucessivas placas com o mesmo meio de cultura, e quando puras
foram transferidas para tubos com meio inclinado, incubadas e armazenadas a 4°C
para posterior andlise. Foram isoladas 150 morfoespécies saprofiticas e 400
morfoespécies endofiticas, sendo que destas foram identificadas até o momento todas
as saprofiticas e 340 morfoespécies endofiticas.

A identificacdo dos fungos foi realizada através da observacdo das
estruturas de reproducdo em laminas a fresco coradas com azul de algodédo, por
microcultivo (Riddell, 1950) e cultura de laminas (Dalmau, 1929), apds cultivo em meio
BDA, BDA malte, suco de tomate, Saborau e Chapek. Este ultimo meio de cultura foi
especifico para fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Paecylomices (Lacaz,
1991). As chaves utilizadas para a identificacdo foram aquelas descritas por Raper, et
al., 1949; Rifai,1969; Booth, 1971; Ellis, 1971; Samson,1974; Ellis, 1976; Raper e
Fennell, 1977; Baijal,1980; Domsch,1980; Sutton,1980; Pitt, 1988; Bissett, 1991a;
Bissett, 1991b; Sutton, 1992; Kirk et al., 2001; Klich, 2002; Samson, 2004. O sistema
de classificacao utilizado foi o proposto por Hawksworth (1995). Os fungos identificados
serdao depositados na Micoteca do Departamento de Micologia Universidade Federal de

Pernambuco.

Andlise estatistica

Para obter gradientes de variacdo em composi¢cdo de espécies de fungos
endofiticos, foram utilizadas ordenacfes por escalonamento multidimensional hibrido
(HMDS) (Faith et al., 1987), considerando as matrizes de associacdo de Sorensen, a
partir das matrizes de presenca e auséncia das espécies de fungos nas amostras. Para
interpretar a contribuicdo relativa de cada espécie com o gradiente da ordenacao,

calculamos a correlacéo das espécies com o resultado do HMDS.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram isoladas 32 espécies de 14 géneros, sendo Aspergillus e
Fusarium os géneros mais representativos, com cinco espécies amostradas, seguido
por Fusarium, Penicillium, Curvularia Phoma, Paecilomyces, Trichoderma e Nigrospora,
gue sdo géneros comumente associados a espécies vegetais (Tabela 1). A maioria das
espécies isoladas sdo anamorficas, exceto Cunningamela echinulata e Rhizopus sp.
pertencentes ao Filo Zigomycota. Dezoito espécies apresentaram-se apenas cOmo
endofiticas, nove como endofiticas e saprofiticas e trés foram amostradas na
serapilheira (Tabelas 2 e 3). Na cv. Marandu foi isolado um maior numero de espécies
(24spp) que na cv. Xaraés (21 spp) (Tabela 1). Das espécies amostradas nove foram
exclusivas da cv. Marandu (Coletotrichum dematium, Fusarium equisete, Fusarium
lateritum, Fusarium moniliforme, Penicillium funiculosum, Trichoderma aureoviride,
Trichoderma longibrachiatum, Verticillium lecanii, Curvularia lunata) e cinco da cv
Xaraés (Acremonium strictum, Curvularia leonensis, Curvularia pallescens, Drechslera
bicolor, Paecilomyces lilacinus) (Tabela 1).

Nas avaliacbOes estatisticas, pode-se observar que o gradiente obtido pela
ordenacdo (HMDS) das amostras de fungos isolados neste trabalho mostra uma
separacdo clara em composicdo de espécies entre as variedades de B.brizantha
(Figura 1). Esta separacéo reflete dois conjuntos distintos de espécies; um composto
por Acremonium strictum, Curvularia pallescens, Drechslera bicolor e Paecilomyces
lilacinus associadas a variedade Xaraés, e outro composto por Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Fusarium monoliforme, Fusarium oxisporum e Penicillium waksmanii
associadas a variedade Marandu (Figura 1).

Observa-se que a rigueza de espécies de fungos endofiticos € maior em
amostras de folhas coletadas nas areas com pastejo do que nas areas livres da
presenca do gado (Tabela 2). Ja no caule, o nimero de espécies € menor e existe
pouca diferenca entre amostras com e sem pastejo. As espécies Cunningamela
echinulata, Drechslera bicolor Nigrospora sacchari, Penicillium purpurogenum, Phoma
glomerata foram isoladas somente em amostras sem pastejo, enquanto apenas
Fusarium moniliforme foi exclusiva de com pastejo. JA as espécies Coletotrichum
dematium, Fusarium equisete, Fusarium lateritum, Penicillium funiculosum,
Trichoderma aureoviride, Trichoderma longibrachiatum, Verticillium lecanii, Curvularia

lunata foram isoladas somente em folhas do cv. Marandu com pastejo.
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Dentre as 11 espécies que apresentaram correlacdo maior do que 0,6 com o
plano da ordenacdo, Fusarium solani e Phoma eupirena ndo contribuiram para a
separacdo das variedades de B.brizantha. Entretanto, na variedade Xaraés a
composicao de espécies de fungos endofiticos pode ser explicada pelo pastejo, sendo
que Acremonium strictum e Fusarium solani ocorreram principalmente em amostras
utilizadas pelo gado e Curvularia pallescens, Paecilomyces lilacinus e Phoma eupirena
em areas sem pastejo (Figura 1). Estes resultados indicam que podem existir fatores
genéticos que determinam associacdes especificas para cada cultivar. Observa-se
também que o pastejo alterou a composicdo de espécies de fungos endofiticos nos
dois cultivares, o que pode aumentar ou diminuir a capacidade adaptativa da planta,
bem como sua resisténcia a fungos patogénicos e outros herbivoros.

A Tabela 3. descreve as espécies de fungos saprofiticos isolados da
serrapilheira de B.brizantha cv Marandu e cv Xaraés, respectivamente. No cultivar
Marandu prevaleceram os géneros Aspergillus e Penicillium, enquanto no cv Xaraés o
género Aspergillus foi dominante. Como observado em endofiticos, a riqueza de
espécies de saprofiticos foi maior no cv Marandu do que no cv Xaraés. As espécies
Cunninghamella equinulata, Penicillium crustosum, Penicillium funiculosum e
Penicillium purpurogenum foram isolados exclusivamente em &reas sem pastejo
(Tabelas 3). Acremonium strictum e Penicillum waskmanii foram encontradas
exclusivamente em areas com pastejo.

Nas amostras da variedade Marandu que n&o sofreram pastejo ocorreu 0 maior
riqueza de espécies de fungos saprofiticos (dez), enquanto naquelas com gado
registramos a menor numero de espécies (cinco). Na variedade Xaraés seis espécies
ocorreram na area com pastejo e seis na area sem pastejo. A maior riqueza deve-se ao
registro de quatro espécies exclusivas das amostras da variedade Marandu na area
sem pastejo (Figura 2). Sugere-se que as espécies Cunninghamella equinulata,
Penicillium crustosum, Penicillium funiculosum e Penicillium purpurogenum tiveram seu
crescimento inibido pela presenca do gado. Uma hip6tese plausivel é a presenca de
espécies saprofiticas nas areas com pastejo que competem pelo mesmo nicho,

impedindo seu crescimento.

Caracteristicas Gerais dos Géneros Isolados

Cunninghamella spp. € um fungo filamentoso encontrado em solos e material

vegetal, particularmente no Mediterraneo e zonas subtropicais, isolado em material
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vegetal, queijos e castanhas. E um género oportunista que pode causar infeccdes em
hospedeiros imunodeprimidos (Larone, 1995).

Dias-Filho e Toledo (1993) verificaram a incidéncia pronunciada de Drechslera
spp. e de Fusarium sp. em sementes de Brachiaria spp. Estes fungos também se
destacaram nas sementes de braquiaria, em trabalho realizado por Chagas e Oliveira
(1983). A elevada ocorréncia de Drechslera sp. vem confirmar as afirmacdes feitas por
Neergaard (1977) de que este patdgeno apresenta notavel afinidade por gramineas.

Uma cultura de Nigrospora sacchari mostrou forte atividade herbicida em plantas
tratadas em casa de vegetacdo. Quatro lactonas, isoladas desta espécie, causaram
danos por rompimento de membrana e extrusdo do conteudo celular em cotilédones de
pepino (Fukushima et al., 1998).

Fusarium moniliforme € considerado como o principal fitopatégeno de varias
gramineas. No entanto, em milho leva a alteracdes bioquimicas e histolégicas da
planta, como decomposicdo acelerada de lignina nas raizes a qual pode dificultar a
penetracdo de patdégenos, aumentando a resisténcia da planta hospedeira. Entretanto,
tem sido verificado que em algumas formas de resisténcia a doencas, a planta deve
apresentar uma predisposi¢cao para ser colonizada por endofiticos especificos, os quais
podem conferir esse carater (Azevedo, et al., 2002; Macheroni Jr. et al., 2004). Salazar
e Garcia (2005) propde que os géneros de endofitos Acremonium, Nigrospora e Phoma
encontrados em rosas (Rosa hybrida) possuam potencial como antagonistas de
patdgenos que atacam plantas.

O género Penicilium possui espécies cosmopolitas, contaminantes de
ambientes, produtores de antibidticos, muito utilizados na alimentacdo, produzem
metabdlicos secundarios e micotoxinas de acordo com o substrato que utiliza (Sonjak
2005). Os Aspergillus spp. sdo cosmopolitas, tendo sido isolados de inUmeras fontes
bioldgicas. Possuem espécies patogénicas para plantas e animais, mas geralmente de
forma oportunista, ndo sendo considerados de grande importancia econémica para a
agricultura, exceto para graos armazenados (Pitt et al., 2000; Zhao et al., 2006).
Wessels (1993) isolou uma proteina de parede celular de Aspergillus niger,
denominada hidrofobina que atua na morfogénese flangica, além de interferir
positivamente nas interacfes simbidticas ou parasitas com plantas hospedeiras.

Rhizopus é um fungo filamentoso encontrado em solos, frutos e vegetais mortos
e em fezes de animais (Larone, 1995). Stamford et al. (1998) isolaram varias espécies
de endofiticos e epifiticos de Pachyrhizus erosus L. Urban, entre eles o género

Rhizopus e verificaram uma alta atividade proteolitica e amilolitica presente neste
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fungo. Marques et al (2006), isolaram a enzima endopoligalacturonase de Mucor
ramosissimus, da mesma ordem de Rhizopus sp. (Mucorales) e verificaram que
extratos desta enzima, bem como fracdes da parede celular de M. ramosissimus
induziram a sintese de fitoalexinas em Palicourea marcgravii e cotilédones de soja
(Glycine max L.)

Acremonium spp. (Neotyphodium sp. (sin: Acremonium sp.), um endofitico de
varias espécies forrageiras, produz o peptideo leucostatina A com propriedades
fitotdxicas, antifungicas e anticancerigenas. Esse composto pode ndo ser tdxico para a
planta que produz a enzima UDP glicose: leucostatina A glucosil transferase que
glicosila o peptideo, reduzindo sua acao fitotoxica ( Strobel et al., 1997 ). Espécies do
género Acremonium tem sido encontradas inibindo fungos patégenos (CIAT
2004).Talvez esteja acontecendo este tipo de interacdo entre esta espécie e as duas
cultivares (cv. Xaraés e cv. Marandu) estudadas, nas quais foi registrada a presenca
do patogeno Drechslera, mas sem a ocorréncia de doencas. Acremonium strictum
ocorre também em trigo milho, algodéo e tremoco. Causa a podridao carbonosa do talo
a podridao de sementes e morte de plantulas na cultura do milho (Zea mays L (CAB
International, 2000) interferindo diretamente no estande, vigor e produtividade final das
plantas (Teixeira et al., 2005). Por outro lado, McGee et al (1991) isolaram Acremonium
strictum de vérias espécies do género Pennisetum e observaram que esta espécie de
fungo inibe, in vitro, a velocidade de crescimento de cinco espécies patogénicas de
gramineas. Extratos da cultura dos isolados de A. strictum também inibiram a
elongacdo de hifas, evidéncias que levaram a classificacdo destes isolados de A.
stricitum como endofiticos mutualistas.

A espécie Curvularia lunata é patdgeno facultativo de plantas, ndo havendo
registros como causadora de doencas importantes. Esta espécie foi isolada em
diversos géneros de Poaceae como: Cynodon, Oryza, Pennisetum, Sorghum, Triticum,
Zea (Webster e Gunnell, 1992). C. lunata vem sendo utilizada como parasita no
controle biolégico de Hymenachne amplexicaulis, uma espécie vegetal nativa da
América do Sul, que se tornou uma invasora de pastagens na Australia. Estudos tém
demonstrado que C. lunata é um patogeno fraco de milho e de algumas gramineas
(Monteiro et al., 2003). Curvularia pallescens causa manchas foliares em milho,
resultantes da reducé&o na espessura da epiderme adaxial, descoloracdo e agregacgao
de cloroplastos (Fragoso e Torres, 2000).

Paecilomyces lilacinus € uma espécie fungica utilizada no controle bioldgico de

nematoides, sendo uma das mais estudadas a campo. Santiago et al. (2001)

71



selecionaram isolados de P. lilacinus quanto a capacidade de controlar Meloidogyne
paranaensis em tomateiro cv. “Santa Clara”, em de casa-de-vegetacdo. Todos 0s
tratamentos com incorporagao de P. lilacinus reduziram a populagcédo de M. paranaensis
em raizes de tomateiro, inclusive com a utilizagcéo de filtrados da cultura deste fungo.

Algumas racas especificas de Trichoderma spp., colonizam e penetram as
raizes vegetais, desencadeando varias alteracbes morfoldégicas e bioquimicas,
consideradas como parte importante das respostas de defesa de plantas, conhecida
como resisténcia sistémica adquirida (Yedidia et al., 2001), sendo que varias espécies
do género Trichoderma produzem enzimas que ja estdo sendo usadas no biocontrole
de fungos fitopatogénicos (Druzhinina e Kubicek, 2005). Por outro lado, existem
registros da incidéncia de algumas espécies desse género como saprobios
micoparasitas de fungos patogénicos, limitando seu crescimento e atividade (Carsolio
et al., 1999).

Verticillium lecanii tem sido bastante utilizado no controle biolégico de muitos

insetos pertencentes aos grupos dos hemipteros, afideos e outros (Leite et al., 2005).

Conclusoes

Fungos endofiticos sistémicos formam associacdes com 20 a 30% das espécies
de gramineas em todo mundo, incluindo aquelas economicamente importantes
(Leuchtmann, 1992). No entanto estes endofiticos podem aumentar a competitividade,
ou se tornarem neutros ou parasitas, dependendo de algumas condi¢cfes bioticas ou
abidticas. Estudos prévios sugerem que tanto as variacfes interespecificas como as
intraespecificas em endofiticos podem influenciar as interacdes com herbivoros,
através de mecanismos tais como producédo de alcaldides, massa micelial e niveis de
plasticidade fenotipica do hospedeiro (Clay e Schardl, 2002).

Este estudo mostrou que existe variacdo na composicdo de fungos epifiticos e
saprofiticos associados aos cultivares Marandu e Xaraés de B.brizantha. Verificou-se
também que esta composicdo € relativamente alterada em amostras submetidas a
pastejo pelo gado, quando comparadas com aquelas presentes em areas sem pastejo.
Das 32 espécies isoladas, somente quatro sdo reconhecidamente patogénicas para
gramineas (Acremonium stricitum, Dreschelera bicolor, Fusarium moniliforme e
Colletotrichum dematium), embora ndo tenham sido registrados sintomas de doencas

causadas por essas espécies nas amostras de B.brizantha analisadas. Além disto,
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existem registros de que Acremonium stricitum e Fusarium moniliforme se
comportaram como antagonistas de fungos patogénicos em outros estudos.

Também foram isolados fungos considerados neutros, parasitas oportunistas,
patogénicos para gramineas e/ou outras espécies vegetais, assim como endofiticos
reconhecidamente mutualistas. O género Rhizhopus e as espécies de Trichoderma
spp, Nigrospora spp, Paecilomyces sppe Verticilium spp, apresentam interacdes
mutualisticas altamente benéficas em outros sistemas fungo enddfito-planta. E possivel
que exista 0 mesmo tipo de interacdo entre 0s géneros citados e os dois cultivares de
B.brizantha analisados, assim como a sanidade observada nas amostras, pode ser

decorréncia da presenca dos fungos endofiticos benéficos associados.
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Tabela 1. Espécies de fungos saprofiticos e endofiticos isolados em Brachiaria brizantha cv. Marandu e cv. Xaraés em areas com e
sem pastejo

Espécie cultivar Marandu cultivar Xargés

com pasteio _sem pasteio _com pasteio _sem pasteio.
X
X

=2
)
=
=
o}

Acremonium strictum W. Gams
Asperqgillus flavus Link

A. fumigatus Fresen.

A. niger Tiegh.

A. orizae var effusus (Tirab.) Y. Ohara
A.terreus Thom

Colletotrichum dematium (Pers. ex. Fr.) Grove
Cunninghamella echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakes E,S
Curvularia leonensis M. B. Ellis

C. lunata Boedijn var. aeria M. B. Ellis

C. pallescens Boedijn

Drechslera bicolor (Mitra) Subram. & Jain
Fusarium equisete (Corda) Sacc.

F. lateritum Nees

F. moniliforme J. Sheld.

F. oxysporum Schltdl.

F. solani (Mart.) Sacc.

Nigrospora sacchari (Speg.) E. W. Mason
N. sphaerica (Sacc.) E. W. Mason
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson

P. variotti Bainier

Penicillium crustosum Thom

P. funiculosum Thom

P. purpurogenum Stoll

P. waksmanii K. M. Zalessky

Phoma crysanthemicola Hollos

P. eupyrena Sacc.

P. glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel
Rhizopus sp. Ehrenb.

Trichoderma aureoviride Rifai

T. longibrachiatum Rifai

Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas

X
X
X
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Tabela 2. Fungos isolados como endofiticos em amostras de caule e folha de Brachiaria brizantha cv. Xaraés e Marandu em areas

com e sem pastejo.

cultivar Marandu cultivar Xaraés
Espécie com pasteio sem.pasieio | comopasteio | sem pasteio
caule folha caule folha caule folha caule  folha

Acremonium strictum W. Gams X X
Asperqillus flavus Link X X
A. fumigatus Fresen.

A. niger Tiegh.

A. orizae var effusus (Tirab.) Y. Ohara

Colletotrichum dematium (Pers. ex. Fr.) Grove
Cunninghamella echinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakes.
Curvularia leonensis M. B. Ellis

C. lunata Boedijn var. aeria M. B. Ellis

C. pallescens Boedijn

Drechslera bicolor (Mitra) Subram. & Jain

Fusarium equisete (Corda) Sacc.

F. lateritum Nees

F. moniliforme J. Sheld.

F. oxysporum Schltdl.

F. solani (Mart.) Sacc.

Nigrospora sacchari (Speg.) E. W. Mason X X X
N. sphaerica (Sacc.) E. W. Mason
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson X

P. funiculosum Thom X

P. purpurogenum Stoll X X

P. waksmanii K. M. Zalessky X
Phoma crysanthemicola Holl6s X X X X

P. eupyrena Sacc. X

P. glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel X

Rhizopus sp. Ehrenb. X
Trichoderma aureoviride Rifai

T. longibrachiatum Rifai
Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas

X
X

XXX X X
X XX XX

X X X
X XXX XX
XX X X

X
X

< < %
>
o [>< < X<

Total 4
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Tabela 3. Fungos Saprofiticos isolados em serrapilheira de B.brizantha cv. Marandu e cv. Xaraés em area com e sem pastejo.

Marandu (11spp.)

Xaraés (7spp.)

Espécie

com pastejo

sem pastejo

com pastejo

sem pastejo

Acremonium strictum W.Gams
Aspergillus flavus Link

A. fumigatus Fresenius

A. niger Tiegh

A. orizae var effusus (Tira) Ohara
A. terreus Thom

Cunninghamella equinulata (Thaxt.) Thaxt. ex Blakes.

Paecilomyces variotti Baim
Penicillium crustosum Thom
P. funiculosum Thom

P. purpurogenum Stoll

P. waksmanii K. M. Zalessky

X X X X

X

X X X X X X X X X X

X X X X

X

X X X X X

X

Total

[
o
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Figura 1. Ordenacado (escalonamento multidimensional hibrido - HMDS) das amostras de fungos endofiticos em duas
cultivares de Brachiaria brizantha (X = Xaraés e M = Marandu), obtidas de caules (circulos) e folhas (losangos). As
amostras foram obtidas em areas com (pontos preenchidos) e sem (pontos vazios) pastejo, nos campos experimentais do
Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Corte CNPGC/EMBRAPA Gado de Corte, Campo Grande, MS. Os vetores

indicam a contribuicdo relativa das espécies que apresentaram correlacdo maior do que 0,6 com o plano da ordenacéo.
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Figura 2. Variagcdo em composicao de espécies de fungos saprofiticos em quatro areas experimentais do Centro Nacional
e Pesquisa em Gado de Corte CNPGC/EMBRAPA, com ou sem a presenca de gado, ocupada por Brachiaria brizantha,
cultivares Marandu ou Xaraés. MC: Marandu com pastejo; MS: Marandu sem pastejo; XC: Xaraés com pastejo; XS:

Xaraés sem pastejo.
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1V. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo das interacdes entre fungos e espécies de Brachiaria

sp.comercialmente importantes, pode contribuir para o conhecimento da
comunidade endofitica benéfica a este género. Determinadas interacdes
podem conferir a planta maior vigor e biomassa, bem como aumento da
resisténcia a fungos fitopatogénicos, insetos, nematdides e fatores
abioticos causadores de estresse.
No presente trabalho, foram isoladas 150 morfoespécies saprofiticas, 400
morfoespécies endofiticas e 55 epifiticas, dos cultivares Marandu e Xaraés
de B.brizantha, em &reas com e sem pastejo. Destas foi possivel a
identificacdo, até o presente momento, de 490 morfoespécies que
resultaram em 37 espécies. O Anexo 1 traz algumas caracteristicas
morfoldgicas das espécies isoladas. Além disso, 60 isolados de caule e
folha de Brachiaria brizantha cv. Xaraés e Marandu estdo sendo avaliados,
e ao gue tudo indica pertencem a um grupo gue nao produz esporos,
denominado Micelia sterilia.

Nao foi possivel concluir a identificacdo de todas as morfoespécies
epifiticas isoladas. Aquelas identificadas até o momento sdo: Emericela
nidulans var. equinulata, Pithomyces sacchari, Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme, Aspergillus niger, Paecilomyces variotti e Aspergillus
fumigatus.

Estudos das interacfes entre fungos ndo patogénicos e gramineas
sdo muito escassos. Acreditamos que é importante a continuacdo deste
trabalho, no sentido de contribuir para o conhecimento de tais interacdes
com espécies de gramineas importantes comercialmente, visando
melhorar a sanidade das mesmas. Sugerimos um novo levantamento da
micobiota fdngica associada a B.brizantha na estacdo chuvosa, para

comparacdo com os dados obtidos até o momento (estacdo seca) e para
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auxiliar no entendimento de muitas doencas observadas nesta espécie
vegetal em regiées com alta umidade.

Uma outra abordagem seria a realizacdo de ensaios de inducdo de
resisténcia em B.brizantha, em casa de vegetacdo, utilizando esporos ou
extratos de cultura das espécies endofiticas benéficas detectadas neste
trabalho. Posteriormente as plantas seriam inoculadas com fungos
patogénicos para verificar se ocorre a inducdo de mecanismos de

resisténcia nas plantas pré-tratadas com endofiticos mutualistas.
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V. CONCLUSOES

e Foram isoladas de folhas, caule e serrapilheira de B.brizantha cv
Marandu e Xaraés, 30 espécies de 14 géneros diferentes, sendo os
mais frequentes Aspergillus sp. e Penicillium sp., comumente

associados a espécies vegetais.

e Este estudo mostrou que existe variacdo na composicado de fungos
epifiticos e saprofiticos associados aos cultivares Marandu e

Xaraés de B.brizantha.

e Verificou-se que a composicdo da comunidade fdngica é
relativamente alterada em amostras submetidas a pastejo pelo
gado, quando comparadas com aquelas presentes em areas sem

pastejo.

e Das espécies isoladas, somente quatro sdo reconhecidamente
patogénicas para gramineas (Acremonium stricitum, Drescherela
bicolor, Fusarium moniliforme e Colletotrichum dematium),
embora n&o tenham sido registrados sintomas de doencas

causadas por essas espécies nas amostras analisadas.

e Grande parte das espécies isoladas sdo consideradas neutras ou

parasitas oportunistas (e.g., Penicillium, Fusarium, Aspergillus).

e As espécies dos géneros de Rizhopus sp, Trichoderma sp,
Nigorospora sp, Paecilomyces sp e Verticilium sp apresentam
interagcdes mutualisticas altamente benéficas em outros sistemas
fungo endodfito - planta. Sugere-se que exista este mesmo tipo de
interacdo entre 0s géneros citados e os dois cultivares de

B.brizantha analisados.
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