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RESUMO

A cevada é um grdo muito utilizado seja para alimentacdo humana ou animal. O grdo de cevada é
susceptivel & contaminacdo fungica, podendo levar a perdas econdmicas e riscos a salde. Estes fungos
podem produzir micotoxinas, dentre elas o desoxinivalenol (DON), produzidas pelo fungo Fusarium
graminearum. Os efeitos toxicos desta micotoxina sdo problema gastroinstentinais e acéo teratogénica. A
regido Sul do Brasil decorrente ao seu clima subtropical favorece o crescimento do fungo, assim havendo
necessidade da utilizacdo de agrotdxicos em excesso para tentar conté-lo. O objetivo deste trabalho é
realizar o isolamento dos microrganismos encontrados na cevada afim de avaliar o seu potencial uso para
o0 biocontrole. As amostras de cevada deste estudo foram da cidade de Guarapuava-Parand, totalizando 5
amostras distintas onde realizou-se o isolamento em meios s6lidos de batata dextrose, extrato de levedura,
extrato de malte, nutriente e sabouraud, assim obtendo cerca de 50 microrganismos isolados, sendo
necessario dar continuidade para sua identificacdo molecular e sua andlise para verificar a presenca de
DON.
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ABSTRACT

Barley is a grain widely used either for human or animal food. Barley grain is susceptible to fungal
contamination, which can lead to reduced loss and health risks. These fungi can produce mycotoxins,
including deoxynivalenol (DON), produced by the fungus Fusarium graminearum. The toxic effects of this
mycotoxin are gastrointestinal problems and teratogenic action. The southern region of Brazil, due to its
subtropical climate, favors the growth of the fungus, thus making it necessary to use pesticides in excess to
try to contain it. The objective of this work is to carry out the isolation of microorganisms found in barley
in order to evaluate its potential use for biocontrol. The barley abbreviations in this study were from the
city of Guarapuava-Parana, totaling 5 different ones, where dextrose potato, yeast extract, malt extract,
nutrient and sabouraud were isolated in solid media, thus obtaining about 50 microorganisms. , being
necessary to continue its molecular identification and its analysis to verify the presence of DON.
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1 INTRODUCAO

Fusarium graminearum é um fungo recorrente em paises com clima tropical e subtropical, que atinge
principalmente cereais como cevada, trigo e milho. Quando infectado, seus grdos podem adquirir toxicidade
decorrente a presenca de micotoxinas, dentre elas esta o desoxinivalenol (DON) (BANDO et al, 2007; FREIRE
et al, 2007).

O DON é uma toxina da classe dos tricotecenos produzida principalmente por Fusarium graminearum,
sdo comumente encontradas em cereais de graos pequenos, ocorre em condicOes de excesso de chuva em
conjunto com temperaturas moderadas. A sua exposi¢do, acarreta diversos riscos aos humanos e animais,
causando problemas com inibicdo da sintese proteica e efeitos agudos gastrintestinais (PESTKA e
SMOLINSKI, 2005; PESTKA, 2010).

Com a alta crescente na producédo de cevada na regido sul, segundo a Secretaria Estadual de Agricultura e
Abastecimento (SEAB)Do Rio Grande do Sul (2021), em 2021 ja houve um aumento na producao de 30%
comparado ao ano anterior, partindo de cerca de 272 mil toneladas para atuais 354,6 mil toneladas, ainda
ressalta que a estimativa prevista no préximo ano, que a producgdo na regido ird corresponder a 15% de toda
producdo nacional de malte.

Com o aumento da produgdo e disponibilidade de gréos, faz se necessario um rigoroso controle devido aos
riscos de contaminagdo por micotoxinas. Segundo Carneiro (2015) a utilizacdo de agroquimicos, como
fungicidas, pesticidas e defensivos agricolas, podem causar diversas doencas como: arritmias cardiacas, lesdes
renais, cancer, alergias respiratorias dentre outras. A autora ainda reforc¢a a utilizacdo de a¢6es biotecnoldgicas
para enfrentar o problema, como os biopesticidas a base de microrganismos, os transgénicos e a utilizacdo do
controle bioldgico.

Entdo como poderiamos isolar os microrganismos encontrados na cevada?

Esse trabalho tem como objetivo isolar os microrganismos a partir de amostras de cevada, para em seguida
avaliar o seu potencial uso para o biocontrole de F. graminearum.

2 PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS DA PESQUISA

A pesquisa foi realizar na Universidade Tecnoldgica Federal do Parand do campus de Ponta Grossa. Para
as analises foram selecionadas duas amostras de cevada coletadas em 2020 e 2021 da Cooperativa Agréria
Agroindustrial da cidade de Guarapuava PR. A amostra foi submetida ao processo de quarteamento até sua
reducdo de 25g, este processo foi realizado 5 vezes, uma para cada meio selecionado.

As amostras selecionadas foram trituradas e submetidas a dilui¢do seriadas a partir de 225 mL de peptona
a 0,1%, até diluicdo 10, com transferéncia de 2 mL sequenciais em tubos contendo 18 mL de peptona 0,1%,
prosseguindo para inoculacdo em triplicada, inoculando uma aliquota de 1 mL nos meios de cultura agar batata
dextrose, gar nutriente, agar extrato de levedura, 4gar extrato de malte e &gar Sabouraud, utilizado da técnica
“pour plate” para cada placa. Em seguida todas as placas foram incubadas por 7 dias a 25 °C.

Apos o este periodo foi realizada uma analise das colbnias de microrganismos; para isolamento de
microrganismos com caracteristicas macroscopicas diferentes. Para o isolamento, cada col6nia foi submetida
novamente em repique nos seus respectivos meios, com fim de purificar, utilizando método de estriamento por
esgotamento e incubando por 7 dias a 25°C.
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3 RESULTADOS

Os microrganismos isolados foram codificados de 01 a 50. Para o resultado observamos a relacéo de placas
que obtiveram em cada meio sobre suas respectivas diluicdes, sendo de 10! a 10° disposto na tabela 1 e em
seguida os microrganismos selecionados: 12 no meio de extrato de leveduras e 6 em batata dextrose e suas
respectivas caracteristicas na tabela 2. Os 32 microrganismos que foram isolados ndo foram descriminados na
tabela 2, ndo demonstraram boas caracteristicas e necessitam mais estudos.

As amostras em meio extrato de levedura, apresentaram col6nias com cores amarelas, alaranjadas e
brancas, com aspectos leitoso, lisa e bem carradas; as amostras em batata dextrose demonstraram em condicdes
de concentragcfes mais baixas, fungos filamentosos, rugosos, de aspectos opacos com colorac¢do verde e muitos
esporos; em extrato de levedura e sabouraud obtivemos diversas colonias em todas as diluigdes, onde os
aspectos visuais eram muitos parecidas quando comparados aos meios de batata dextrose e extrato de levedura.

Assim foi preferivel utilizar as condigbes em meios com a menor concentragdo, onde coldnias mais
isoladas seriam a melhor escolha para purificagdo. N&o ocorreu crescimento em agar nutriente em nenhum
grau de diluig&o.

Tabela 1 — Coldnias de microrganismos de amostras de cevada isoladas em diferentes meios de

cultura
Meio de cultura
Diluicges |EXtratode |Batata |Extratode|g o Agar
levedura |dextrose | malte nutriente
10 3 3 3 3 0
102 3 3 3 3 0
103 3 3 1 1 0
10* 3 2 1 1 0
10° 3 2 0 2 0
10° 3 1 0 0 0
Fonte: Autoria prépria (2021).
Tabela 2 — Amostras que obtiveram crescimento:
Cddigo | Meio de cultura Codigo | Caracteristica da colonia
01. Batata dextrose 10° MGO09 | Coldnias brancas, rugosas
com aspectos opacos
02. Batata dextrose 10 MG10 | Col6nias brancas, rugosas
com aspectos opacos
03. Batata dextrose 10° MG11 | Coldnias brancas, rugosas
com aspectos opacos
04. Batata dextrose 10 MG12 | Colbnias brancas, leitosas
tons brancos
05. Batata dextrose 10 MG13 | Coldnias brancas, leitosas
tons brancos e amareladas
06. MG14 | Colbnias brancas, leitosas
Batata dextrose 10 tons brancos e bordas
amareladas
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07. Extrato de levedura 103 MG21 | Colbnias uniformes
redondas amareladas

08. Extrato de levedura 102 | MG22 | Col6nias leitosas pequenas
de aspecto alaranjado

09. Extrato de levedura 103 MG23 | Colbnias leitosas
amareladas

10. Extrato de levedura 10* MG24 | Colbnias brancas leitosas e
coldnias amarelas leitosas

11. Extrato de levedura 10* MG25 | Colbnia amarelada leitosa

12. Extrato de levedura 10* | MG26 | Col6nia branca opaca por

toda extremidade da placa
Extrato de levedura 10° | MG27 | Pequenas colbnias

13. avermelhadas leitosas

14. Extrato de levedura 10° | MG28 | Col6nia alaranjada
brilhosa

15. Extrato de levedura 10° | MG29 | Col6nia alaranjada
brilhosa

16. Extrato de levedura 10® | MG30 | Col6nia branca opaca, com
ranhuras na sua superficie

17. Extrato de levedura 10® MG31 | Colbnia branca opaca, com
ranhuras na sua superficie

18. Extrato de levedura 10® | MG32 | Col6nia branca com bordas

amareladas e leitoso
Fonte: Autoria propria (2021).

A figura 1 apresenta os diferentes microrganismos isolados nos meios de cultura, com as diferentes
diluigdes.
Figura 1 — Microrganismos isolados em meio de extrato de levedura e batata dextrose, extrato de
malte, Sabouraud.
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Logo, como obtemos maior nimero de crescimento referente nos meios de extrato de levedura e batata
dextrose, foi selecionada algumas col6nias especificas na tentativa de realizar o isolamento, assim obtivemos
algumas coldnias purificas, foram selecionadas as coldnias presente nas diluicdes 10° e 10

Assim para realizar a purificagdo foi inoculado as col6nias escolhidas nos seus meios de origem e gerando
assim 18 microrganismos novos como dispostos na Figura 2:
Figura 2 — Microrganismos isolados a partir da diluicdo 10° e 10° em meio batata dextrose e
extrato de levedura
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Fonte: Autorla proprla (2021)

Os préximos passos a serem realizados é a identificacdo dos microrganismos obtidos através das diluicoes,
pois verificou-se que ao se desenvolverem junto com o fungo, pode haver algum potencial inibitério. Além de
verificar a existéncia e a presenga de DON e o seu grau de toxicidade nos gréos de cevada.

4 CONCLUSAO

A partir das amostras de cevada, obtivemos 50 diferentes microrganismos e posteriormente selecionado
18 para dar continuidade na pesquisa, sendo assim o proximo procedimento é realizar o experimento para
presenca do DON. A continuidade dessa pesquisa se dara com testes de antagonismos dos isolados frente a
Fusarium graminearum, que devido a pandemia de SARS COV-2 ndo foi possivel realizar no periodo vigente.
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