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Resumo: O papel dos fungos ruminais anaerdbios in vivo e sua importancia para a degradacdo da parede
celular das plantas ainda ¢ questdo discutivel. O estudo da microbiota ruminal é importante, pois
conhecimentos adquiridos nesta area contribuirdo para incremento da degradagdo da parede celular,
influindo diretamente na nutricdo dos ruminantes. Este artigo descreve o crescimento de fungos
anaerdbios do ramen de vacas Holandés x Zebu sob condi¢ao de pastejo em Brachiaria spp., num meio
de cultura adequado ao crescimento de bactérias anaerobicas (Growth Study Medium, GSM). O meio de
cultura foi preparado, incluindo-se solugdo de Penicilina e Sulfato de Estreptomicina para impedir o
crescimento bacteriano. Observou-se crescimento de estruturas filamentosas macroscopicamente,
esporangios ¢ sistemas de rizoides no microscopio Optico. Este meio constitui alternativa de cultivo
desses tipos de microrganismos, uma vez que, na literatura ndo foi encontrada referéncia descrevendo seu
uso para este fim.
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Anaerobic Fungi of rumen of Holstein x Zebu cows under grazing in Brachiaria spp., in GSM
culture medium

Abstract: The role of ruminal anaerobic fungi in vivo and its importance for the plant cell walls
degradation, still is a debatable question. The study of ruminal microbiota is very important, because of
knowledge developed in this area will contribute for the increment of the degradation of the cell wall,
directly influencing in the nutrition of the ruminants. This article describes on the growth of anaerobic
fungi of rumen of Holstein x Zebu cows under grazing in Brachiaria spp., in an adequate culture medium
(Growth Study Medium, GSM) to the growth of anaerobic bacteria. Culture medium was prepared
including solution of Penicillin and Streptomycin sulfate to prevent the bacteria’s growth. The growth of
filament structures was observed macroscopically. The sporangia and systems of rhizoids in the
microscope of light were observed. The modified GSM medium consists a new alternative of culture of
these types of microorganisms, once in literature was not found any reference describing its use.
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Introducao

O rumen abriga uma complexa mistura de particulas alimentares e microrganismos estritamente
anaerdbios: protozoarios, fungos e bactérias, os quais desenvolveram entre si diversos tipos de interagdes.
Os fungos ndo eram descritos no ecossistema ruminal, porém foram encontrados no trato digestivo de
ruminantes selvagens e domesticados (Orpin & Joblin, 1997). Estes constituem grupo de microrganismos,
cuja taxonomia necessita ser consolidada. Apresentam ciclo de vida bifésico, relativamente simples. Uma
caracteristica comum dos fungos do rimen relacionada com a nutri¢cdo animal ¢ a habilidade de colonizar
extensamente a parede celular das plantas, e produzir elevadas quantidades de enzimas (Akin &
Windham, 1984). Devido a capacidade de degradagdo de fibras, os fungos vivem em maior abundéncia
nos animais que se alimentam de forragens maduras (ricas em fibras) em comparagdo com animais que se
alimentam de forragens novas ou graos de cereais. A degradacdo da parede celular pelos fungos se deve a
associagdo deste com a fibra da planta (Obispo,1992). Assim, o tipo de dieta que o animal hospedeiro
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ingere exerce influéncia significativa na popula¢ao ruminal de fungos. O papel dos fungos anaerdbios in
vivo e sua importdncia para a degradacdo da parede celular das plantas ¢ importante, pois influi
diretamente na nutri¢o dos ruminantes, resultando em maior produtividade animal.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento de fungos anaerobios do rimen de
vacas Holandés x Zebu sob condigdo de pastejo em Brachiaria spp., no meio de cultura GSM, adequado
ao crescimento de bactérias anaerdbicas, com adi¢do de antibidticos.

Material e Métodos

O contetido ruminal foi obtido de uma vaca Holandés x Zebu, ndo-gestante, canulada no rimen e
mantida em pastagem de Brachiaria spp., no Campo Experimental de Coronel Pacheco (Coronel
Pacheco, MG) de propriedade da Embrapa Gado de Leite. A amostra foi coletada manualmente de modo
a se obter uma amostra representativa do conteudo ruminal total, e em seguida transferida para um
recipiente (garrafa térmica), devidamente identificado, desinfetado e pré-aquecido a 39°C. Apds a coleta,
a garrafa térmica foi armazenada em caixa de isopor e imediatamente encaminhada ao Laboratorio de
Microbiologia do Rimen da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG) para analises microbioldgicas.
Em liquidificador previamente sanitizado, recebendo fluxo constante de CO,, foram adicionados 180 mL
de solugdo de diluigdo anaerobica (3,75 mL de Solu¢ao Mineral 1; 3,75 mL de Solugao Mineral 2; e 91,5
mL de dgua destilada). Uma aliquota de 20 g do conteudo ruminal foi transferida para o liquidificador e,
sob atmosfera de CO,, homogeneizada em velocidade maxima por trés minutos. O meio de cultura GSM
(Growth Study Medium) foi preparado seguindo as recomendac¢des de Odenyo et al. (1991), com adi¢do
de antibidtico (Tabela 1). Em cada tubo contendo 8 mL de GSM foi adicionado 0,2 mL de solugdo de
cisteina HCI 1,25% e, apds ser autoclavada, também foi acrescida a solug¢@o de antibidtico, para impedir
o crescimento bacteriano. Essa solugdo de antibidtico incluiu 12,1 mg/mL de Penicilina G (Sigma
Chemical Co.) ¢ 2 mg/mL de Sulfato de Estreptomicina (Vetec Quimica Fina LTDA), conforme
recomendacdo de Joblin (1981). A preparacao da solugdo de antibidtico ocorreu sob condi¢des anaerdbias
e esta foi esterelizada pelo processo de filtragao (filtro de membrana Millipore, 0,45 pm de poro).

Tabela 1 Constituintes do meio de cultivo GSM modificado, para 100 mL, com acréscimo de antibidtico

Ingredientes Volume (mL) Quantidade (g)
Glicose - 0,3
Triptona - 0,2

Extrato de carne - 0,1
Solugdo mineral 1° 5 -
Solugdo mineral 2° 5 -

Acidos graxos volateis 1 -

Resazurina 0,1% 0.1 -
Na,COs - 0’4

Agua destilada 81,9 -

Solucdo de antibiotico® 1 -

“K,HPO, 6% (p/vol) em agua destilada; "KHPO, 0,6%, (NH,), SOs 1,2%, NaCl 1,2%, MgS0,. 7H,0
0,25%, CaCl,. 2H,0 0,16% (p/vol) em agua destilada; “Volume de antibidtico para cada 8§ mL de GSM,
acrescido apds ser autoclavado. Concentragdo final no meio: 1,34 mg/mL de Penicilina G e 0,22mg/mL
de Sulfato de Estreptomicina.

Com auxilio de uma seringa de plastico estéril, o contetido foi transferido anaerobicamente (1 mL)
para tubos de ensaio vedados com rolhas de borracha butil, impermeaveis a gases, ¢ selados com lacres de
aluminio. O procedimento foi repetido em triplicata, por duas vezes, em semanas diferentes. Logo apos a
inoculagdo os tubos foram incubados a 39°C. A verificacio do crescimento foi feita visualmente, pela
observacdo no microscopio Optico, de hifas e espordngios, a partir de 48 h até sete dias de cultivo,
corando-se as ldminas com azul de lactofenol-algoddo.

Foi também medida a varia¢do do pH de acordo com tempo de crescimento, sendo utilizados tubos
em duplicata, inoculados com 1 mL de amostra de contetido ruminal.

Resultados e Discussio
O crescimento de fungos anaerobios foi observado macroscopicamente pela presenca de estruturas
filamentosas em meio de cultivo anaerdbio (GSM modificado). Nos tubos havia aglomerados de bolores
junto as fibras. A andlise microscopica mostrou a presenca de hifas e esporangios aderidos aos
fragmentos de fibras, confirmando experimentos in vifro que demonstraram abundante digestdo dos
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componentes fibrosos das plantas por parte dos fungos anaerdbios (Akin & Windham, 1984). A
concentragdo de antibidticos foi aquela utilizada por Joblin (1981) e confirmada por Tripathi et al. (2007),
porém nao foi eficaz neste estudo, porque houve crescimento de bactérias no meio. Provavelmente existe
resisténcia de algumas bactérias ruminais e novos estudos necessitam ser realizados com o objetivo de
encontrar a concentragdo ideal de antibiotico. A Figura 1 representa fotomicrografias (Canon PowerShot
A640), sendo observados esporangios e sistemas de rizoides. A Figura 2 mostra a redugdo do pH do meio,
indicando atividade fermentativa dos fungos. O crescimento de fungos no meio GSM constitui nova
alternativa de cultivo, uma vez que, na literatura ndo foi encontrada nenhuma referéncia descrevendo o
uso deste meio de cultivo para o crescimento de fungos. Este meio possibilitou o crescimento dos fungos
anaerobios, devido a presenca de substratos essenciais para o cultivo destes microrganismos.
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Figura 1 Fotomicrografias de fungos do contetido ruminal de vacas mestigas sob pastejo em Brachiaria
spp- (A) Barra: 0,2 mm e zoom 5.1x. (B) Barra: 0,2 mm e zoom de 9.1x.
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Figura 2 Variacdo do pH nos tubos contendo o meio de cultura GSM e indculo, de acordo com o tempo.

Conclusoes
O meio de cultivo utilizado permitiu a observacdo de estruturas semelhantes a fungos ruminais
anaerdbios em vacas mesticas sob pastejo em Brachiaria spp. A presenca desses microrganismos mostrou
gue estes sdo capazes de crescer em meio contendo glicose como agucar solvel.
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