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ESTABILIDADE DE Beauveria bassiana (BALS,) VUILLEMIN (HYPHOMYCETES)
NO SOLO E SUA PATOGENICIDADE AQ Chalcede/unus aenews BOHEMAN
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE), PRAGA DO CAUPI

Autor: ELTANE DIAS QUINTELA

Orientador: D.. SERGIO BATISTA ALVES

RESUMO

Os objetivos do trabalho foram: determinar os
efeitos da temperatura, saturacao de agua e microrganismos
na estabilidade de Beauverdia bassiana (Bals.) VUILLEMIN no
solo, em condigoes de laboratorio; avaliar a persist@g
‘cia deste fungo em condigcoes de campo, quando aplicado--
na superficie do solo com e sem plantas de caupi ou mii
turado no solo desnudo, assim'como, verificar a patogenicidg
de de 5 isolados de B. bassiana a larvas e adultos de Chalco
deamus aeneus, Boheman, em laboratorio. Os resultados mostra
ram que a sobrevivencia dos conidios de B. bassiana em solo
autoclavado e nao autoclavado diminuiu conﬂnmmlwmmntml a teEA

peratura e percentagem da saturagao de agua. O numero de co

lonias produzido pelo fungo em solo autoclavado e nao auto

oC e

r : - +
clavado aumentou com o tempo nas temperaturas de 17 - 1
+ fo) ~ ‘.I'_- . . .
24 - 17°C a 25% da saturagao de ‘agua, indicando desenvolvimen

to saprofitico de B. bassiana no solo. O numero de colonias



CXVAL.
de B. bassiana em solo autoclavado a 24 * 1°C e ZSZVda satu
racao de agua foi inferior ao do solo.nao autoclavado, quando de
corridos 38 dias da inoculagao. O nimero de colonias de fun
gos e actinomiéetos foi maior em solo autoclavado quando com
parado ao solo nao autoclavado. O nimero de colonias de bac
terias e)actinomicetos foi meﬁor em solo inoculado com B.
baﬁéiaﬂa quando comparado ao solo nao inoculado, indicando
que este fungo tem efeito adverso sobre esses microrganismos.

O solo com planta dg caupl constituil ambiente
mais favoravel a ménutengzo &evconfdios de B. baébiana& quan
do comparado ao solo sem cobertura, sendo importante a adogao.
de praticas culturais que propiciem maior cobertura do solo.
0 modo de aplicagao de B. bassiana no solo, nao afetou  sua
sobrevivencia em condigoes de campo, sendo a-femperatura do
solo um dos principais fatores due afetou a permanancia"dei
ée fuﬁgo em condigcoes de campo. O nimero de golanias de mi
crorganismos em solo com e sem plantas de caupi nao foi sig
nificativamente diferente para bactérias, fungos e actinomi
cetos. ‘

Para os testes de-patbgenicidade, os 1solados
CPI’ CP5 e CP7 de B. bassiana foram mais patogEnicos | para
larvas de C. aeneus, enquanto que o isolado RS 285 foi mais

eficiente no controle dos adultos. Entretanto, os isolados tes

tados em larvas mostraram—se menos patogenicos aos adultos.
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STABILITY IN SOIL OF Beauveria bassiana (BALS;) VUILLEMIN (HYPHOMYCETES)
AND ITS PATHOGENICITY TO Chalcodesmus aenews BOHEMAN
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE), A PEST OF COWPEA

Author: fLIANE DIAS QUINTELA

Adviser: Dn. SERGIO BATISTA ALVES
SUMMARY

The objectives of this study were to detérmine
the effects of temperature, water saturations and microbes
on the stability of Beauveria bassiana (Bals.) VUILLEMIN
1n soil under laboratory conditions; to evaluate 1its
persistence undér field conditions when applied to the
soil surface, with and without cowpea plant cover, or
mixed into bare soil; and to compare th> pathogenicity of 5
B. bassiana isolates to larval and adult Chalfecodermus aeneus,
Boheman, in the laboratory. The results show that survival
of B. bassiana conidia in both autoclaved and unautoclaved
soil is lowest at higﬁ temperature and wetness. The number
of colonies produced by the fuﬁgus‘from both soil preparations
increased over time at temperaéurés of 17 and 24dC and 25%
saturation, indicating saprophitic growth in the soil. At
24°C and 25% saturation, the number of colony forming units

was lower in autoclaved soil than in unaltered soil 38 days
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after inoculation. The number of fungus and actinomycetes
colonies produced was greater in autoclaved than in unautoclaved
soil. Soil inoculated with B. bassiana produced less colonies
of bacteria and actinomycetes than uninoculated soil, indicating
an inhibition of these organisms by the fungus.

Soil under cowpéa plants was more conducive to
conidi? survival than bare soil, indicating the importance of
culturél practices that maximize soil cover. The soil
application method did not influence the survival of B.
bassiana spores in the field;_Femperature being the most
important factor. The number of bacteria, fungi and actinomycetes
in the soil did not differ between plots,with and without -
cowpea plants.

In pathogenicity assays, isolates CPl’ CP5 and

7 were the most efficacious for larval C. aeneus while

RS285 was most péihogenic to adults. Pathogenicity to larvae

CP

was greater than that to adults for all isolates tested..



1. INTRODUGAO:

0 feijao caupi ou macassar, Vigna ungulculata
(L.) Walp., e amplgmente cultivado nas regioes Norte e Nor
deste do Brasil, sendo que nos estados do Maranhao, Piaui,
Céaré, Rio Grandé do Norte e Amazonas a quase totalidade
(95-100%) das areas com feijgo sao cultivadas com essa espé
cie. Nos outros estados dessas regioes estima-se p?oduggo.ei
pressiva de caupi e sua importancia torna-se crescenté como
alimeﬁto, nao somente por suas excelentes propriedades nutfi
cionais, mas tambem pela sua adaptabilidade 'a condicoes ex
tremas de secaAdo Nordeste e de alta umidade do Nofﬁe;

0 caupi constitui ginda alimento importante: .as
populacoes de outros paises da America do Sul e Central. Re
porta-se que no Panama 907 do feijao produzido constituem-
se da especie Vigna (NEVES e WATT, 1981), enquanto ‘no Brasil

a area de caupi corresponde a 34% do total sob plantio, com

uma produgcao estimada em 16,8% do total de feijao produzido



no pa{s;.

A incideéncia do manhoso, Chdﬂcodenmué aeneus
Boheman, constitui uma das principais 1imitag5es.na producao
de caupi para o consumo humano, sob diversas formas (vagens,
feij3io verde ou grao seco). E conhecido atraves das Amééhug
como praga importante em todas as Areas onde o caupi & produ
zido.ﬂ‘O dano causado pelo inseto resulta no desenvolvimento

de larvas nos graos e. em. perfuracoes das vagens pelos adul

tos, reduzindo sua qualidade e comercializagao.
? .

0 manhoso & considerado a principal prag do
. 1 :
caupi no sul dos Estados Unidos. Os danos causados pelo inse
to constituem prejuizos conside;iveis a industria de benefi_
ciamento e processamento de vagens, fazendo com que o produtq
seja considerado inaceitavel ao consumo humano (CUTHBERT e
FERY, 1975).
’ 0 controle dessa praga tem sido feita pelaaﬁyi
cagao de inseticidas, os quais vem se mostrando eficientes,
porem apresentam serios problemas de residuos, alem de serem
toxicos e poluentes.
Os entomopatogenos tem sido apontados como 'ql
ternativa viavel nas tentatiyas de redugao do emprego de in
seticidas quimicos. Sua compatibilidade com outras taticas

de manejo integrado de pragas, aliada as caracteristicas van

tajosas de especificidade e segurangca ao homem e outras for

1Dados obtidos no Setor de Socio-Economia do Centro Nacional de Pesquisa
de Arroz e Feijao (EMBRAPA), em Goiania, GO, nao publicados.
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mas de vida, tem encorajado pesquisas no sentido de utiliza-
los como inseticidas microbianos para complementar a agao de
parasitas e predadores (HEIMPEL, 1965; ROBERTS e YENDOL, 1971;
FRANZ, 1971; BURGES e HUSSEY, 1971; BURGES, 1981).

Dentre os patagenos de insetos, os fungos s ao
os agentes mais freqﬂentementé observados, causando epizoo
tias numa grande diversidade de especies pragas por todo o
mundo. Beauverdia bassiana (Bals.) Vuillemin, possivelmente

devido a suaydistribuiggo mundial e abrangente espectro de

7
L

hospedeiros e um dos fungos ﬁais registrados e estudad%s 0@2
CARDI, 1983; ALVES, 1986), apresentando efetivo potencial pa _
ra controle de insetos pragas habitantes do solo (FERRO&,_
1978). .

Varios autores tem mencionado a impoftancia do
solo como reservatorio de fungos entpmopatogénicos (IGNOFFO
et alii, 1975; SPRENKEL e BROOKS, 1977; IGNOFFO et alii 1978 )
como meio de armazenamento (BAKERSPIGEL, 1953) e como um dos
habitats mais promissores para o desenvolvimento de fungos |,
patogenicos no controle de ins;tos (ROBERTS e YENDOL, 1971;
ROBERTS e CAMPBELL, 1977; ALVES, 1986).

Estudos para avaliar a patogenicidade de B.
bassiana ao C. aeneus bem como - dos fatores que afetam a
estabilidade deste fungo no solo constituem necessidade bé
sica da pesquisa, nao apenas pela importancia dessa intera
cao fungo, solo e inseto mas, principalmente, pela grande im

portancia dessa praga a cultura do caupi.



O presente trabalho .teve por objetivo:
- Estudar os efeitos de temperatura, conteido de agua do
solo e microrganismos na estabilidade de B., bassiana

no solo, em laboratorio.

- Avaliar a persisténcia de B. bassiana no solo, em condi

goes de campo.
A
\~

- Verificar a patogenicidade de B. bassiana a larvas e

adultos,de C. aeneus em laboratorio.



2. REVISAO DE LITERATURA

Praticas de controle biolaéico de pragas tem
sido extensivamente relatadas na literatura, tendo recebido
grande enfase no Brasil nos Ultimos anos. Dentre os diversos
mecanismos discutidos, o uso de fungos entomopatdgenicos ja
se ,comprovou eficiente, estabelecendo-se como solugao viavel
no.controle de insetos. : oy

O estudo de estabilidade de fungos no solo com
vistas ao controle de insetos pragas, torna-se essencial de
vido aos prejuizos causados pelas larvas as sementés reﬁéml
germinadas, plantulas, raizes, nodulos e também por ser o so
lo necessario para completar seu desenvolvimento.

Segundo KUHNELT (1963) & raro um grupo de ar
tropodo que nao & encontrado no solo e este autor menciona

ainda que & significativa a afirmacao de Buckle (1921) de

que aproximadamente 957 de todos os insetos passam pelo me
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nos uma parte de sua vida dentro do solo. O tempo de perma
nencia dos insetos no solo e sua atividade metabolica €& mui
to variavel. Alguns entram no solo para se abrigar enquanto
outros encontram no solo ambiente propicio para as suas trans
formacoes biologicas,
('.

Nesse ambiente, fatores como temperatura, umi

dade, radiacao, microrganismos, matéria organica e adubagao,

atuam de forma decisiva na permanencia e, consequentemente,

na'viabilidage de fungos entomopatogenicos.

L
bk

. ¢
3.1. Efeito de fatores bioticos e abioticos na estabili

dade de fungos entomopatogenicos.
3.1.1. Efeito da temperatura e umidade

A sobrevivencia de conidios de B. bassiana ar
mazenddos a varias temperaturas, umidade relativa, conteudo
de agua no solo e regimes de pH, em solo esterilizado e nao
esterilizado, foi primariamente dependente da temperatura e
conteido de agua -(LINGG e DONALDSON, 1981). A meia vida dés
conidios variou de 141dias (a 25°C e 75% da séUwag&)de agua)
a 276 dias (a 10°C e 25% da saturagao de agua). Conidios man
tidos a -15°C exibiram pouca ou nenhuma perda na viabilidade,
independente do conteiido de agua, umidade relativa ou pH. Em
solos mantidos a 55°C os conidios nao foram recuperados apos
10 dias.

FARGUES e ROBERT (1985) estudaram a persisten
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cia de 4 hifomicetos entomopatogenicos no solo com um método
de biodegradacao usando uma técnica de armadilha a 19°¢c. Ino
culo de Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin, . Nomﬁnaea
nileydi (Forlow) Samson, Paecilomycesd fumosoroseus Wize e
B. bassiana, foram substancialmente degradados apos 6 meses
de incubacao (70-80% de perda de peso seco). Entretanto, a
atividade de uma das ragas de M. anisopliae, permaneceu ao
nivel inicial apos 21 meses, demonstrando que a persiétEncia
de conidios ﬁepende da ragca do fungo. Os autores comentaram

W )
t ambém que a formagao microciclica de conidios poderia ,estar
relacionada com alta sobrevivencia de conidios desta raga -
de M. anisopliae. |
Segundo MILNER e LUTTON (1976).a sob;eviyancia

© ¢ 23°Cc n3o foi

de conidios de M. andisopliae no solo a 15
significativamente diferente apos 547 dias de armazenaméntq.
Imprevisivelmente, a persisténcia de conidios no solo diﬁi
nuiu mais rapidamente a 5°C que a 16°-23°C. A meia vida dos
conidios variou de 250 dias a 30°C a 560 dias a 16°-23°C. o0s
autores concluiram, ainda, que resultados obtidos pela éog
tagem de colonias de M. anisopliae em placas com meio seig
tivo e bioensaios foram similgres, podendo a contagem de co
lonias em placas ser usada como um; boa medida de virulencia.
Resultados similares foram obtidos quando coni

dios de fungos foram armazenados ao ar, a diferentes tempera

turas. A longevidade de esporos de B. bassiana, Paecilfomyces
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farinosus e M. anisopliae diminuiu quando a temperatura au
mentou de 8°C para 25°C (CLERK e MADELIN, 1965).

DAOUST e ROBERTS (1983) armazenaram conidios
de 3 racas de M. anisopliae a diferentes temperaturas e umi
dades relativas. A sobrevivencia dos conidios foi maior em
temperatura moderada e alta uﬁidade relativa (26°C e 97Z UR
ou 190Q e 97% UR) ou baixa temperatura e baixa umidade rela
tiva (400 e 0Z UR), enquanto que valores intermediarios de
umidades relgtivas entre 33 e 75% foram mais 1etaisf. “Estes
re;ultados a?semelham-se aos.dg CLERK e MADELIN (1965)2 QUe
observaram maior sobrevivencia de esporos de M. aniéopﬂize a
umidades relativas extremas, sendo os valores médios mais
criticos. i

Alta umidade relativa & essencial pa#a_o suces
sbrde fungos no controle de insetos, ja tendo sido .comprova
do qué tal condigao & necessaria para esporulagao e germina
cao de esporos de fhngos entomopatdggnicos{ Uma vez que a
alta umidade necessaria aos patogenos e frequentemente e ade
quadamente encontrada no solo,-esse habitat . deve merecer
maior enfase em estudos'ge controleﬁmicrobiand (ROBERTS e
YENDOL, 1971; FRANZ, 1971; MICROBIAL..., 1979).

Trgs.umidaées t estadas (25, 40 e 55%) nao tive
ram efeito na sobrevivencia de conidiosgde M. anisopliae no

solo (MILNER e LUTTON, 1976). LINGG e DONALDSON (1981), entre

. o o .
tanto, menclionam que nas temperaturas de 10 e 25°C baixa so
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brevivencia de ‘esporos de B. bassiana foi observada a 0, 52
e 75% em relagao a 33 ou.IOOZ de umidade relativa e que coR'
tgﬁdo.de agua no solo de 25% foi menos prejudicial aos -espg"

ros de B. bassiana quando comparado com 757,
2.1.2. Efeito da fadiagzo-sola;
¢ P V
A radiacao sqlar &, sem duvida, um dos fatores
quejmais'afetam.a'estabilidéde*de entomopatogenos (IGNOFFO e
HOSTETTER, 1977; ALVES, 1980; COUCH e IGNOFFO, 1981) e este
fato pode ser responsavel por algumas falhas do cdntro%e' mi -
crobiano com fungo (ROBERTS e YENDOL, 1971).
CORREA (1983) mostrou que a radiégzo solar tem
influencia na viabilidade de germinacao de conidios de M.
anisopliae semeados na superficie do solo.
0 efeito de radiagao solar foi evidenciado em

estudos. realizados por DAOUST e PEREIRA‘(1986), tendo os es
poros de B. bassiana bons niveis de éggrevivéncia (mais de
75%) apos um mes no campo, mantidos a somgra sobre raizes de
taiuia (Ceratosantes hilariama COGN).. Os esporos expostos
diretamente ao sol sobre taiuia tiveram 35% de sobrevivEE

cia apos 1 semana de exposicao, enquanto que aqueles sobre
plantas de caupi ou laminulas élasticas praticamente nao 3
presentaram viabilidade. Paraiés esporos de M. andisopliae a

viabilidade, apos 28 dias no campo sobre taiuia a sombra, foi

de 17,3%, sendo inferior aquela de esporos sobre laminulas
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(37,1%). Experimento semelhante foi conduzido mantendo B.
bassiana e M. anisopliae sobre raizes de taiuia ao sol cam
po livre dé vegetacao, tenda de plastico transparente e tég
da de plastico megro. Apos 1 mss de exposicao as racas de
B. bassiana aprésentaraﬁ viabilidade de 38;3 e 35,07, respec
tivamente para CP5 e BbZl,

sombra e praticamente viabilidade nula nas raizes expostas

-

. [ o
quando sobre raizes de taiuia - 4

ao sol direto ou ptotegidas por plastico transparente. Para

M. anisopliae, os esporos a sombra apresentaram viabilidade

de 30,37 aos 14 dias e praticamente nenhum esporo viavel foi
§

encontrado nos expostos ao sol direta ou indiretamente (plas

tico transparente):
2.1.3. Efeito de microrganismos

Microrganismos presentes no solo tem sido men
cionados como fatores que afetam a estabilidade de fungos en
tomopatogenicos (CLERK, 1969; OLIVEIRA, 1979; MICROBIAL...,
1979; LINGG e DONALDSON, 1981; FARGUES et alii, 1983). -

- - CLERK (1969) demoastrou que o extrato aquoso
nao .esterilizado do solo inibiu a germinagao de conidios e
crescimento do tubo germinativo dos fungos B. baAAiana e
. P. ZanLHOAuA. Extratos da camada mais profunda do solo =~ fo
ram menos 1inibidores que extratos da camada supmficiai, onde

o solo e rico em humus e folhas parcialmente decompostas. As

propriedades inibidoras foram reduzidas por autoclavagem e
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por filtragem dos extratos. A adigao de 1% de dextrose e
um extrato aquoso do casulo de Bombyx moil{ L. aumentou a por
centagem de germinagao e 0 crescimento do tubo germinativo
'dos dois fungog, e também reduziu o efeito inibidor do ex
trato de s.olo em conidios de B. bass.iana.

REISINGER et alii (1977) aplicaram blastospo
ros de B. bass.iana cobertos comjmineral de argila no solo e
obtiveram maior protecao dos biastosporos do fungq pelo * de
créscimo da atividade bacteriana.

Redugao na populagao.de. M. anisopliae ocorreu
em solo nao esterilizado, o que nao aconteceu com solos este -
rilizados. Acredita-se que bactérias, por existirem em maior
numero, foram as principais responsaveis por esta fungistg
se (OLIVEIRA, 1979).

LINGG e DONALDSON (1981) relataram que a sobreviveén
cia de conidios de B. bass.iana em solo nao esterilizado cor
rigido com fontes de carbono, nitrogenio ou combinagao de
carbono e nitrogenio, foi grandemente diminuida e a ~perda
foi completa em menos de 22 dias, enquanto solo esterilizado
tratado da mesma maneira mostrou dramatico aumento no ‘numero
de conidios, demonstrando que B. bassiana e capaz de crescer
em solo esterilizado. O efeito fungistatico em solo nao es
terilizado corrigido foi devido a Peniciflium urticae, )

qual foi rotineiramente isolado do solo e mostrou produzir

um inibidor de B. bassiana solivel em agua, identificado por
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SHIELDS et alii" (1981) como patulin..

| FARGUES et alii (1983) estudando a sobrevivEEV
cia de blastosporos .de B. bassiana cobertos e descobertos
.por argila, no-solo, relataram queublastosporos deséobe?tos
foram inativados apos 3.semanas de incﬂb;gzo, enquanto que
os cobertos estg%aﬁ aiﬂdg ativos apos 2 meses de incubagﬁo é
20°C. Essas inveétigagSes; segundo. os autores, demonstraram
a p{oteggo da argila contrawa biodegradagcao dos. propigulog

do fungo por bactérias e protozoarios do solo.
2.1.4,. Efeito de pH

A acidez do solo pode afetar patGgenos e sao
numerosos os fungos que podem ser influenciados por esse fa
tor (Muller—Kggler,( 1965, citado por FRANZ, 1971).

Entretanto, LINGG e DONALDSON (198l), estudando
o.efeito de diferentes pH (5,0; 6,0; 7,6) na persistencia
de conidios de B. .bassiana no solo, mostraram que o pH tevé

pouco efeito na sobrevivencia de conidios em contetdos de

agua no solo de 25, 50 e 75%.
2.1.5. Efeito da matéria organica e adubagao

OLIVEIRA et alii;(1981) estudando a sobreviven

cia de M. andisopliae em diferentes tipos de solo, observaram
:

maior nimero de propagulos do fungo nos solos com comprovada

presenca de matéria organica. Nesse solo havia sido realiza

do um experimento de adubagao em cana-de—agucar e incorpora
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c¢ao dos restos de cultura.

Entretanto, LINGG e DONALDSON (1981) indicaram
que a adicao de carbono e nitrogenio e subsequenge estimula
-¢ao da microflora do solo foi prejudicial 3 sobrevivencia de
conidios de B. bassifana. CLERK (1969) relatou tambeéem qué ex
tratos da camada mais profundé do solo foram menos inibidores
ao fungo B. bassiana que extratos da camada superficial onde

o solo @ rico em humus e folhas parcialmente decompostas.

L ’ : ~ .
2.2, Deseltivolvimento saprofitico de fungos entomopatogenl

5.
cos

Algumas publicagoes reportam um possfvel desen
volvimento de deuteromicetos em.pedagos de planta-e no solo
(Evlakhova, 1974, citado por FERRON, 1978; OLIVEIRA, 1979;
LINGG e DONALDSON, 1981; FARGUES e ROBERT, 1985).

| OLIVEIRA (1979) menciona que a taxa de infesﬁi
gao de 1,41 x 106 esporos viaveis de M. dniéapﬂiae por gra
ma do solo foi suficiente para manter este microrganismo, de
uma maneira saprofitica, por um periodo minimo de 90 dias.

LINGG e DONALDSON (1951) observaram aumento ﬁo
nimero de conidios de B. bass.fana em solo esterilizado, cor
rigido com quitina, uréia, tartarato de amonio e combinagoes
de carbono e nitrogenio, sendo que, em muitos casos, o cres

cimento micelial estava presente na superficie do solo, ao

final do experimento.
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Em levantamento efetuado por ALVES (1586), ve
rificou-se em culturas de banana o Codmopolites sordidus ata
cado por B. bassiana. Ao redor do inseto, observou-se uma
grande quantidéde de micélio com o formato de "rizomorfa”,
sendo que essa estrutura, segundo o autor, pode ser uma das

formas de perpetuagao do fungo no solo.

2.3. Persistencia de fungos entomopatogénicos no solo em

condigoes de campo
L

G

O tempo de sobrevivencia de fungos entomopato
genicos no solo pode variar de poucos dias a anos, dependen -
do da especie do fungo, das fases de desenvolvimento do patd
geno, das condicoes particulares do solo e dos fatores . abio
ticos.

LATCH e FALLON (1976) mencionaram qﬁé esﬁofos
de M. andidopfiae sobreviveram no material de reprodugsor de
Ornyctes rhinoceros L. por pelo menos 24 mesés, com sobrevi
vencia nao grandemente afetada pelo tipo de material de re
producao ou por fatores sazonais. |

OLIVEIRA et alii (1981) estudando a sobrevivég
cia de esporos de M. andisopliae em diferentes tipos de solos,
esterilizados ou nao, em condigoes de casa de vegefagso, re
lataram que os esporos de M. andisopliae tem potencial de so

brevivencia por um periodo minimo de 90 dias.

O isolamento de B. bassiana do solo mostrou
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metade do indculo presente apos 2 semanas, quando foram uti
lizados conidios e, um quarto de inoculo, quando se utilizE'
ram blastosporos para controlar pupas de Leptinotarsa decemld
neata SAY no solo (WATT e LeBRUN, 1984) . |

GOTTWALD e TEDDERS (19847 estudando a coloniza
gao, transmissﬁp ehlongeyidade de B. bassiana e M.anisopliae
em Curculio caiyae HORN no solo, demonstraram que colonias
de ﬁ. bassiana alcangaram maximo diametro (9,55 cm) 90 a 120
dias apos a 12 larva ter sido infect%da, enquanto que colo
nias de M. anisopliae ficaram restrit%s ao cadavet da ¥arva.-

Varios trabalhos tem sido desenvolvidos pafa\
explicar a ocorrencia de epizootias de N. #ileyd{ em lagartas
da soja. IGNOFFO et alii (1977) relataram que plantulés de
soja foram contaminadas em solo inoculado com conidios de N.
snileydi. Embora N. nileyi fosse detectada no 19 trifoliolo,
a:;aioria do inoculo foi encontrado no gotilédone. Os auto
res atribuiram ao.solo o.papel de resegsatario natural para
infcio de epizootias de N. 4ileyi em lagarta da soja. Atra
vés deste trabalho eles puderam identificar a provavel sequEE_
cia de eventos que resulta no ciclo epizootico de N. nileyd:
contaminagao do solo, no outono, por conidios em larvas mor
tas infectadas com N. nizeyi;n; primavera,; transmissao de co
nidios mantidos no solo para piéntas de sojé germinantes no

campo; no verao, transmissao de N. nileyd a. larvas susceti

veis que se alimentam das partes contaminadas da planta no
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infcio da.estagao-e, finalmente, dispersao de N. hiﬁeyi atra
ves das plantas por larvas infectadas.

Esclerodios produzidos em laboratorio sobre éi
daveres mumificados de Hel.iothis virescens FABR. e conidios
de N. nileyl foram mantidos em condigoes dé campo pelo perig
do de 10 meses. Os conidios foram infecciosos apos terem-si
do mangidos.na sqperfféie do solo por 30 dias. Cadiveres‘maﬂ
tidos na superficie do solo comegaram a esporular ;p5s 47
dias. Confdioé infecciosos foram encontrados nestes cadave
res por um periodo de amostragens de 281 dias. Conidios in

, ,
fecciosos foram também encontrados nos cadaveres colécados,
a 10 cm no solo, decorridos 194 dias (SPRENKEL e BROOKS, 1977).

A meia vida dos conidios de N. nifeyi, dentro
e na superficie do solo,. foi .respectivamente 90 e 65 dias.
Apos 11 dias de exposigao, 10% da infectividade foi .perdida
nas amostras dentro e na superficie do soloc. Depois de 350

a 450 dias, 997 da infectividade foi perdida nas amos tras den

tro e na superficie do solo (IGNOFFO et alii, 197é).

2.4. Patogenicidade de fungos a insetos no solo -

Teste em laboratorio.e em pequena escala . no -
campo indicaram que fungos entomopatogénicos, principalmente
B. bassiana, B. brongniarntii e M. anisoplfiae, tem bom poten

cial para controle de insetos que habitam o solo (MICROBIAL...,

1979).
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Esporos de M. anisopliae, B. bassiana e. Nomu
haea t=Scha&Lal nileyi, em po, foram aplicados topicamente
aAlarvas de C. aeneus ou misturados ao substrato do solo ou
areia, por BELL e HAMALLE (1970). Altas concentracoes de
'N. nileys (9,87 x_lO11 ésporos/g de substr;to) nao foram éi
pazes de controlar o inseto até 14 dias, mas M. andsopliae
(1,11 x 1011 esporos/g de substrato) e B. bassfana (1,86 x

-

1011 esporos/g de substrato) mataram 100% das larvas em 6 e
7 dias resPecgiVamente. Além disso, M. anibopﬂiae'e B. bas
s{ianad contidos nesses substratos .foram deixados secar ao ar
'
por 40°dias e ainda foram capazes de infectar larvas recém
introduzidas e causar 100 e 807 de mortalidade, respeétivg'
mente. Dados do teste de campo indicaram que larvas de Chatl
codenmus , enterradas a 2,5 cm em solo tratado com esporos de
M. anisopliae, foram infectadas (887 de mortalidade) e ﬁovg
ram—-se ao solo abaixo nao tratado. Os dados obtidos pelos
autores sao justificéveis, ja que os mesmos utilizaram uma
super dosagem dos patogenos.

Aplicagao de B. bassiana no solo foram efeti
vas em controlar a 12 e 22 geragGes de pupas de L.decemlinea
ta, com 74% e 77% de redugao, respectivamente. ConfdiosA fo
ram superiores a blastosporos em reduzir a emergencia de
adultos, mas nao produziram diferenga significativa no iIndi
ce da doenga dos adultos levados ao laboratorio (WATT e

LeBRUN, 1984).

BELL et alii (1972) aplicaram esporos de M.
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anisopliae, B. bassiana e N. rileyi em larvas do 39 instar e
pupas de Diabrotica balteata LeCONTE em 3 tipos de substré
tos autoclavados. Apos 7 dias de exposicao de B. bassdiana, a
mortalidade larval foi de 100, 94 e 817% para solé, areia e
areia 1a§ada, respectivamente. Durante o mesmo periodo o
Metashizium causou 75% de mortalidade larval no solo e somen
te 60 e 627 em areia e areia lavada. Nomutaea causou baixa
mortalidade nesse mesmo periodo. B. bassiana provocou 1007%
de mortalidade de pupas, apos 7 .dias no solo e em areia, e
947, em areig lavada. Metarhizium matou 100% de pupas ﬁo mes
mo periodo, em todos os substratos e Nomuraea foi totafﬁente
ineficiente contra este estagio do inseto.

Larvas de Ongcteb'monocenoA infectadaé pér
M. anisopliae morreram apos 3 sémanas a 28°C, ‘quando o éubi
trato de reprodugao foi infectado com conidios (103 por. gra
ma de composto). A temperatura teve uma grande influéencia
no desenvolvimento da doenga, e a intensidade maxima alcanga
da estava entre 25 e 300C, A 35°C, o fungo nao se desenvol
veu; abaixo de 25°C, a infeccgao progrediu lentamente, mas‘a
mortalidade foi total (DIOMANDE, 1969).

LATCH e FALLON (1976) testaram M. anisopliae
em experimentos contra Oryctes rhinoceros em diferentes ti
pos de substrato de reproducao. A mortalidade das larvas a
pos aplicagao do inodculo de areia contendo o fungo foi de

100, 80 e 30% quando a dose de inoculo usada foi de 1390 a

139,56 e 13,9 g/mz, respectivamente.
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TEDDERS et alii (1973) avaliaram o efeito dé
M. anisopliae, B, bassiana e Neoaplectana ca)zpocdpzsae
(=dutkydl) JACKSON como patogenos de larvas de C. caxryae no
laboratorio e campo. Tratamentos realizados com estes paté
genos aumentaram significativamente a mortalidade dé larvas
no experimento de campo, apos 20 dias do tratamento do solo.

FERRON (1974) realizou ensaios para controle
de Meﬂéﬂontha melolontha L. pelo tratamento do solo com blas
tosporos de B. brongniarntii (=tenellal. Este autor 'detérmi

55 -

nou que parcglas tratadas com B. brongniartii, com ou sem do
ses reduzidas de inseticidas, fiveram mais insetos infédmdo&
do que aquelas nao tratadas e onde somente ocorria a doenéa
naturalmente.

Ainda FERRON (197;), us ando B. bhongnianfii.em
M. melolontha, obteve melhores reéultados quando inoculou uma
suspensao de 20 x 109 confdios/m2 de solo. O desenvolvimento
de epizootias no campo ocorreu 16 meses qpas inoculacao no
solo e a doenca persistiu ate a geragao seguinte.

Em geral, as dosagens de patogenos utilizadés
nos experimentos referidos sao muito altas, justificando a

necessidade de intensificar estudos, visando melhorar a efi

o A= . — - -~
ciencia desses patogenos a nivel de campo.
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3. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos .foram conduzidos no 1laboratorio -
de patologia dos. insetos, . casa de vegetacao.e no campo expe
rimental do Centro Nacional de-Pesquisa de Arroz - e Feijao,

CNPAF /EMBRAPA em Goidnia, GO..

3.1. Efeito da temperatura, conteiildo de agua no solo e mi
crorganismos na estabilidade de B. bassiana em condi

coes controladas

3.1.1. Fungo utilizado

A cepa de B. bassiana ﬁtilizada no experimento
foi isolada de Cérofoma arcuata OLIV. (Coleopteré: Chrysome
lidae) na localidade Costa do Surubin, Estado do Amazonas, por
Richard A. Daoust, recebendo a denmﬁnég&)de CP5 fazendo par

te da micoteca do laboratorio de Patologia de Insetos do

CNPAF.
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3.1.2. Producao de conidios

Utilizou-se 0,1 m£ de uma suspensao contendo
- aproximadamente 1,0 x 107 conidios/mf para inocular placas

de Petri, de 90 x 20 mm, contendo meio a base de.batata, dex

”
Cor

trose, agar e extrato de levedura. As placas foram incubadas
a 27°C e, apos 14 dias, o0s conidios foram coletados e passa
dos através de peneiras de malha de 425 mm e 250 mm. Os espo

. . : o -
ros obtidos foram armazenados a 4 C, no escuro, ate o uso.
3.1.3. Solo

0 solo utilizado no experimento, terra roxa es
truturada latossolica eutrofica, foi coletado a 5 cm de ﬁrg
‘fundidade na area experimental do CNPAF, onde se cultiva cau -
pi. Apos a colefa, o solo foi seco ao ar em casa de vegeta
cao, por uma semana, e passadb em peneira de malha de , 2 mm.
0 solo foi esterilizado, quando necessario, por autoclavagem

a 1210C, por 2 horas.
3.1.4. Analise quimica e fisica do solo

As caracteristicas quimicas e fisicas do solo’

. . -~ . ' -
usado no experimento e as caracteristicas quimicas.. de amostras
de solo autoclavado e nao autoclavado foram determinadas lo

go apos coleta, no laboratorio de analise de solos do CNPAF

(Tabela 1).
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Tabela 1. Caractéeristicas quimicas e fisicas do solo estudado, terra ro
xa estruturada latossolica eutrofica, e caracteristicas qui -

. . o ’
.micas de amostras deste solo autoclavado (a 121 C durante 2

horas) e nao autoclavado. CNPAF, Goiania, GO. 1986.

Resultados Analiticos

Fatores Anallgados 'Solo_utilizado Solo Nao Solo

no experimento Autoclavado®* Autoclavado*

pH ‘em agua (1:2,5) 5,40 6,40 6,40

ca’t + Mg' ' (aE/100ml) 1,80 3,50 3,70
A" (uE /100me) 0,30 0,10 0,10
P (ppm) ' 3,30 1,10 1,80
K+‘(ppm) | 62,00 274,00 >' 287,00
Materia organica (%) 0,90 1,20 1,20
Cu (ppm) o - 0,00 2,0 - - 1,80
n (ppm) 2,30 2,00 2,00
' Fe (ppm) | 192,00 (_148,00 124,00
Mn (ppm) ' 40,00 | 31,00 34,00
Argila 7 . ~ 53,76 - R -
silte 7 13,28 - -
Areia % - , © 32,96 - , -
Classe textural Argila | - -

* v“ . .
Solo coletado posteriormente no mesmo local do solo utilizado no estu
do. ?
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3.1.5. Meio seletivo para isolar B. bassiana do solo

Ensaios preliminares foram conduzidos para de
“terminar o meio seletivo mais apropriado para isolar B. bas

sLana do solo. ;
7
g

Em condigaeé assépticas, conidios do fungo fo
ram adicionados ao .solo 350 autoclavado (109 conidios/g de
solo; lg de conidios = 1011.conIdios) e este solo foi utili
zado para fazer diluigoes de 10“1 (10 g de solo.-em 90 mf€ de
agua esterilizada) ate 1077, Aliquotas de 0,1 mf de diluicoes

decimais desse solo foram plaqueadas nos seguintes meids se

letivos:
- PEREIRA et alii (1979)

Agar (Bacto-Difco) 20 g

Neopeptone 6 g
Glucose 10 g
KZHPO4 0,5 g .
MgSO,. 7H,0 ' 1,0 g
Agua destilada 1,0 £

pH regulado a 6,5

0 meio foi autocltavado a 121°C por 20 minutos,

esfriado a 50-55°C e corrigidolbom:

Cycloheximide - 200 mg
Cloranfenicol 200 mg

Estreptomicina 100 mg
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Eritrocine 80 mg

- JOUSSIER e CATROUX (1976)

Este meio foi testado, sem a adicao do suco de

oito vegetais da formulagao original, com:

Agar (Bactd—Difco) 20 g
caco, 2 g
Extrato de levedura 2 g
B%}e de boi (0xgall) 5 ¢
Glucose 2
Kgua destilada. 12
Apds autoclavagem a 121°C por 20 minutos foi

corrigido com:

Actidione 125 mg
Estreptomicina 500 mg
Tetraciclina 50 mg

- LINGG e DONALDSON (1981)

Este meio foi testado na formﬁlégﬁo original e
nao houve crescimento de colonias de B. bassiana devido  as
altas concentracoes dos antibioticos. Trées diluigoes deste
meio foram testadas:

Diluicoes

Formulagao
£ 22 3

original 1-

o

Saborauds dextrose .agar 65 g 65 g 65 g 65 g
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Oxgall (Bile bovino). 15 g 15 g 7,5 g 7;5 g
Kguardestilada 12 12 12 12
Foi autoclavado a 121°¢ por 20 minutos e corri

gido com:

Penicilina ‘600 mg 300 mg 150 mg 75 mg
Sulfato de estreptomicina 2560 mg 250 mg 125 mg 62,5 mg
Oxytetraciclina 125 r[;g 62,5 mg 31,25 mg 15,6 mg
Cyclohekimide 500 ﬁg 250 mg 125 mg 62,5 mg
KMnO4 100 mg 50 mg 25 mg 12,5 mg
Morocide (50% técnico) lg . 0,5 mg 0,25 mg 0,125 mg

As aliquotas de 0,1 mf das diluigoes foram es ’
palhadas uniformemente na superficie dos meios de cultura

com uma alga de Drigalsky, a qual foi flambada a cada uso,

mergulhando em alcool absoluto .e em seguida levando ao fogo.

+ ~
As placas foram incubadas a 24°C = 1. A contagem das colo
nias do fungo por placa de Petri, efetuada ap6s uma semana
nas diluigoes de 10—6 e 10 °, apresentou diferencas signifi

cativas para os meios de cultura testados em tres repetigoes
(Tabela 2). Optou-se por utilizar o primeiro (PEREIRA et
alii, 1979), pela disponibilidade de ingredientes. Devido a
alta incidéncia de contaminantes,depois da 62 avaliacao, es
te meio foi substituido por uma versao modificada do  desen
volvido por LINGG e DONALDSON>(1981), conforme a seguinte cons

tituicao:
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Tabela 2. Numerd medio de colonias de B. bassiana por placa de Petri em
diferentes meios de cultura seletivos (media de 3 repetigoes).

CNPAF, Goiania, GO. 1986.

Numero de Colonias/Placa de Petri

Meio de Cultura : = o Diluigaes1 ,
1070 1077
PEREIRA et alii . ~ 73,00 ab 24,50 a
(1979) IR ’

JOUSSIER e CATROUX , 88,30a 17,00 a
(1976) ’ ' ‘ _ _
LINGG e DONALDSON : 92,30 a 6,60a

(1981) - '
12 Diluigao
LINGG e DONALDSON 67,00ab 7,60a
(1981)
2% Diluigao .
LINGG e DONALDSON 51,30 b . 8,00a .

(1981)

32 D1lui¢ao
<

lvgdias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo

teste de Tukey.
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Saboraud dextrose agar . 65 ¢
Oxgall 10 ¢
Agua destilada. 12

Meio autoclavado a 121°C durante 30 minutos e

corrigido com:

Oxytetraciclina ou terramicina 80 mg

Cycloheximide 250 mg
KMnO4 50 mg
#Combiotic 2 ml

~ 1 .
* Preparagcao do combiotic: 0,8 mf de penicilina(lO6
U/ml) e 3,2 ml de agua destilada foram adiciona

dos em frasco.contendo 1 g de estreptomicina (250 mg/

ml)

3.1.6. Determinégao da percentagem de saturacao de

agua no solo

A determinagao da percentagem de saturagao dé
agua no solo'foi realizada atraves do metodo "terra fina seca
ao ar" (T.F.S.A.) descrito pelo,manual de métodos de analise .
de solo da EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARTA (1979), sen

do o valor encontrado de aproximadamente 50 mf de H,0/100 g

2

de solo seco.

3.1.7. Procedimento experimental

Para estudar os efeitos da temperatura, do conteg

do de agua e de microrganismos do solo, utilizaram-se tempera

turas de 17 t 10C; 24 kit 1°c e 30 £ 1% e percentagem da satu
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ragcao de agua de 25 e 75, em solo autoclavado e nao Autocli
vado, inoculados com conidios de B. bassiana. Cada tratamen
to, combinagao de temperatura e 7 da saturagao, em 3 repeti
¢oes com 700 g 'de solo/repeticao, foi adicionado com 0,21 g
de conidios de B. baééi‘ana, represent;ndo éproximadamente 3. X
107 conidios/g de solo, em recipientes tampados (14 cm . de
comprimento x 8 cm de largura e 12,5 cm de altura). Os reci
plientes, contendo solo e conidios, foram agitados umanualmeg
te para garanéir homogeneidade na mistura. Antes da inocula
cao de B. bassfana, amostras de solo nao autoclavado foram
testadas para verificar a existencia de B. bassiana, ltendo.
sido comprovada a -ausencia do fungo.

Para fornecer as percentagens de saturagao, de

terminou-se, primeiramente . a umidade do solo, pesando-se 400g

de solo apos a secagem em estufa a 105°C durante 24 horas:

Umidade do solo = Uu = Us
Us
Uu = peso inicial do solo
Us = peso seco do solo
u =" 400 - 393 0,018 g de agua/g de solo
393

Para fornecer 75% da saturagao de agua em 700 g
de solo calcula-se:

50 mf de agua/l00g de solo = 100% de saturacgao
350 m£ de agua —— 1007

X : —  75%

x = 262,5 mf£ de agua
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Descontando a quantidade de agua existente nos 700 g de solo

tem—se que: e

262,5 — (700 x 0,018) = 249,9 = 250 mf de agua des

tilada esterilizada/700g de soio:
Para fornecer 257 .de satufagzo:

87,5 ml de agua - 12,6 = 74,9 = 75 mf de agua des

-

tilada esterilizada/700 g de solo.

Os recipientes, com solo e as percentégens da

saturagao desejadas, foram pesados semanalmente para verifi
'

car se havia perda ou nao de agua. Os recipientes que per -
diam peso eram completados, com agua destilada esterilizada,
para seu peso inicial. Estes recipientes foram incubados a
17"i 1; 24 t 1 e 30 T 19C em estufa B.0.D. ("Biological
Oxygen Demand"). A temperatura média dentro da estufa foi me
dida atraves de um higrotermografo eletronico (Datapod modE
lo DP 220, OMNIDATA International, INC. P.O. Box 3489. LOGAN,
Utah 84321, U.S.A.). |

As avaliacoes de B. bassiana no solo foram rea
lizadas aos 0, 8, 24, 38, 52, 80 e 129 dias apo6s a inocula
gsb do fungo. Amostras de solo de 11,1 g para os tratamentos

com 25% da saturacao e 13,6 g para os com 75% foram retira

das ao acaso das repeticoes dos tratamentos, com uma espatu

la, para fazer-se diluigoes decimais. Plaqueou-se 0,1 ml
ey~ -4 -5 -6 . . a
das diluigoes de 10 ', 10 e 10 em meilio seletivo na 1.

avaliacao, em 3 repeticoes por diluigao. Para as avaliagoes
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13 3 . ~ > 3 . ’
seguintes foram plaqueadas duas diluigoes em nlvels capazes
de expressar a presencga de conidios nos solos. As placas fo

oC, quando se procedié

ram incubadas por 7 a 9 dias a 24 I,
a contagem da qhantidade de colonias, expressando-se o resul
tado em numero de colonias/g de solo seco.

* Para as analises .estatisticas dos resultados
obtidos utilizou-se a analise de variancia para cada avalia

cao .e para o conjunto de avaliacoes. A persisténcia do fun

go foi tambem avaliada graficamente.
3.1.8. Analise de microrganismos do solo

As observagoes foram realizadas para a tempera

, + - .

tura de 24 = 1°¢C e 257 da saturagao do solo autoclavado e
nao autoclavado contendo B. bassiana. As testemunhas (sem
inoculo do fungo) foram mantidas nas mesmas condigoes, em

duas repetigoes, cada repetigao com 700g de solo. As avalia
coes de fungos, bactérias e actinomicetos presentes no solo
foram efetuadas aos 0, 8, 24, 38, 52, 80 e 129 dias apos :a
implantagao do experimento, adotando-se metodologia desenvol

vida por DAZZO (s/d).

Em condicoes assépticas foram preparadas dilui

¢oes decimais de cada repeticao. Em seguida, aliquotas de
0,1 mf foram transferidas para as superficies de plaéas de
Petri das diluigoes de 10~4-e 10_5, para isolar bactérias com

meio de cultura constituido de:

Agar 15 g
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D-Glucose l g

Extrato de levedura 0,1 g
KZHP04 0,5 g
*Extrato do solo 200 ml
Agua destilada " 800 ml

pH (ajustado antes de autoclavar) 6,8-7,0

*0 extrato de solo foi preparado pela mmochwaéan de
1000 g de solo e 1 g de CaCO3 com 1000 mf de” agua des
tilada a 121°C durante 30 minutos. A suspensao obti
da foivcentrifugada a 40.000 rpm durante 30 minutos,

para melhor clarificagao, sendo usado o sobrenadante.

]

Para isolar fungos do solo foram utilizadas di -
luicoes de 1073 e 10™% com meio de batata dextrose agar/clo
ranfenicol + tetraciclina e para actinomicetos, diluigoes de
10f’4 e 10—5 com meio de agar + agua destilada (1,53%).

Das amostras diluidas, 0,1 mf foi espaihado
uniformemente na superficie do agar com uma alga de Drigalsky,
a qual foi esterilizada a cada uso. Tres placas por dilpi
¢ao, foram incubadas a 24°c £ 1. a contagem das colonias de
bacterias e actinomicetos (30-300/placa) foi afetuada apos
6-7 dias e as colonias do fungo (20-50/placa) apos 4-5 dias.
Os resultados foram expressos - em numeros de colonias/g de
solo seco.

A analise de variancia foi conduzida péra cada

avaliacao e no conjunto de avaliagoes. A presenga dos micro

organismos também foi avaliada graficamente.
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3.2. Estabilidade de B. bassiana em condigoes de campo
3.2.1. Procedimento experimental

Os trabalhos de campo foram 1iniciados dia

25.02.1986, com a montagem dos seguintes tratamentos.

a. B. bassiana pulverizadd na superficieldo'sg
lo com plantas de-caupi.‘. | i

b. B. bassiana puiverizado na superficie do so
lo desnudo.. B

c. B. bassiana pulverizado na superficielé mis,

turado ao solo .desnudo (nos 5 cm).

d. Testemunha - sem B. bassiana.

Em parcelas de 0,75 x 0,5 m foram pulveriéadas,
com o pulverizador constante da Figura 1, 0,35 g de conidios
de B. bassiana em 80 ml de Tween 0,1Z. O delineamento expe
rimental foi o de blocos casualizados com 6 repetigges (Fi
gura 2). No tratamentd com plantas de caupi, utilizbu—seé a
variedade CNCx 252-1E, plantada em 08.11.85 no espagameﬂto
de 75 x 20 cm, tendo 6 a 7 sementes por metro linear. |

As avaliacoes foram efetuadas aos 0,‘9,'17,24,
38, 45, 52, 59, 73, 80, 94 dias apds inicio do trabalho. As
amostras de solo foram retiradas com becker plésticq de
150 mf, ao acaso dentro .das ﬁarcelas, nos 5 cm do solo notra
tamento c e na superficie nos tratamentos a, b e d, marcan
do-se o local onde era retirada a amostra. No laboratorio,

foram pesadas 10 g de solo de cada repeticao dos tratamentos,
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Figura 1.

Esquema do pulverizador ‘utilizado para aplicagao do
fungo. CNPAF, Goiania, GO. 1986.

Legenda:

1- Bico de pulverizador de jato continuo referencia 2005 flora
2- Mangueira de borracha

3- Rolha de borracha

4- Tubo de ensaio plastico (10cm comprimento x 2,7cm de diametro)
5- Pera de borracha (bomba, pressao a ar)

6- Tubo de aluminio

7. Tubo de plastico.
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0,75 m
Bb + |0,5m|Bb - Bb
B1 Pl. o Mist. . Sup.' Test.
2 | 'sup. | Mist. Test Pl.
30 Bb 3b +
B : .

3 Mist. - | Sup. P1l. Test.
g [Bb + BD Bb +
4- P1. Mist. Test. P1.
B Bb 3b Bb +
> Sup. ' Test. Mist. Pl.

B Bb Bo + Bb
6 Test. | Mist. P1. Sup.

Figura 2. Croqui da area experimental. CNPAF, Goiania, GO. 1986.
Legenda:

Bb + P1l. - B. bassiana pulverizado na superficie do solo com
plantas.

Bb. Mist..~ B. bassiana pulverizado na superficie e mistura
do ao solo.

Bb. Sup. - B. bassiana pulverizada na superficie do solo.

Test. - Testemunha = sem pulverizar B. bassiana.
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fazendo-se em seguida diluigoes decimais e plaqueando-se 0)1
mf das diluigoes 10-4, 1072 e 1070 na 12 avaliacao em meio
seletivo de LINGG e DONALDSON (1981) modificado (3 placas/
diluigao). As avaliagoes seguintes basearam-se nas'antérig

o

res, em diluicgoes capazeé de expressar .a quantidade de coni
dios presentes no solo. lﬁs placas foram incubadas por 7 a 8
dias . a 24°c bt 1, quéndo se’précedia a contagem da quantidade
de golanias, expressando-se’os result ados em numero de_c01§
nias por grama de solo. Foi tambem efetuada uma avaliacgao de
microrganismos em solo com e sem planta, em 3 repeticgoes.
Mediu—-se a umidade do solo em parcelas com. pié&
tas, atraves do aparelho eletronico Dat apod modelo 221 OMNIDA
TA, em intervalos de 60 minutos, e a precipitagao pluviom§~
trica atraves do aparelho Datapod modélo DP 101 OMNIDATA.

Para as analises estatisticas dos resultados,

utilizou-se a analise de variancia para cada avaliacao e pa

ra o conjunto de avaliagoes. A persistencia do fungo fot
também avaliada graficamente, atraves de curvas de sobrevi
vencl a.

3.2.2., Determinagao da curva de retengao de agua no

solo
A determinacao da curva de retengao permite es

3

timar a quantidade de agua que um solo pode armazenar dentro

de determinados limites de sucgao matrica, isto &€, a agua de
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facil aproveitamento (sucgao baixa) e de dificil aproveita
mento (sucgao alta) (FORSYTHE, 1975).

A umidade no solo foi determinada pela estima
tiva da .curva de retengao de agua, em diferentes niveis
de pressao. Aos diferentes niveis de pressao correspondeé a
leituras de umidade do solo, em atmosferas, fornecidas pelo
aparelho Datapod modelo DP 221, OMNIDATA.

Foram utilizados aparelhos de pressao e placa
porosa de RI?HARDS (1974) para as tensoes de 0,1 a 15 .afmoi
feras e mes;%de tensao de OLIVEIRA (1968) para as tens?es_de
0,01 a 0,06 atmosferas, para determinar a curva de retengao\
de umidade nas amostras de solo da area experimental do
CNPAF, onde foi realizado o exp?rimento de campo..

As’ amostras do solo, com estruturas deformadas
(T.F.S.A.), retiradas de 0 a 20 cm, foram saturadas com agua
diretémente sobre os aparelhos empregados nas determinagaes,
sendo depois submetidas as extragges, sob ds tensoes de 0,013
0,03; 0,06 0,1; 0,3, 0,7; 1,0; 3,0; 5,0; 10 e 15 atmosferas.
Apos atingir o equilibrio de éada tensao aplicada, as amos
tas, em triplicata, eram pesadas e secas em estufa, a 105° -
110°C por 24 horas. Os teores de umidade retidos pelas amos
tras foram determinados com base no peso seco em estufa e
posteriormente transformados em umidade volumétrica, com o

auxilio da densidade aparente (MOREIRA, 1982) (Figura 3).
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i

i i _ i

Figura 3.

30 &0 50
UMIDADE [ %]

Curva caracteristica de retengao de umidade obtida por seca
gem de amostras de solo, terra roxa estruturada latossolica
eutrofica. (Media de 3 repetigoes). CNPAF, Goiania, GO.
1986. : :
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3.3. Patogenicidade de B. bassiana a larvas e adultos do

manhoso, Chalcodermus aeneus Boheman

3.3.1. Solo

Utilizou-se, na criacao de larvas de manhoso e
para os bioensaios, um solo oréﬁnico distrofico, textura argi
losa, fase floresta de varzea, relevo plano. As anaﬁseé qqi
micas do solo organico esterilizado (a 160°C durante 4 horas)

e nao esterilizado foram determinadas logo apos a coleta, no

’

Y .
laboratorio de analise de solos do CNPAF (Tabela 3).

3.3.2. Criacao do inseto

Vagens de caupi ipfestadas por larvas de manho
so foram colocadas em sacos deupapel de 26 x 18 cm (50 vagens/
saco) e adicionadas em recipientes cilindricos, com 21 cm de
didmetro por 8 cm de altura, contendo solo organico umido

esterilizado no fundo, camada de 2 cm, num total de 100 va

gens/recipiente.

Estes recipientes foram colocados em extrados
de madeira em casa de vegetagao, devido aos acaros encontra
dos nas. vagens que poderiam contaminar as criacgoes no labora
torio. Diariamente as larvas que desciam ao solo, ultimo instar
larval, eram coletadas, colocadas em recipientes de 21 cm de
diametro por 8 cm de altura contendo solo organico Umido es

terilizado (aproximadamente 10 cm de solo), e trazidas ao la

boratorio, onde os recipientes eram cobertos com pano de fi
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Tabela 3. Caracteristicas quimicas do solo organico distrofico, textu
.. : eq. o -
ra argilosa, eésterilizado (a 160 durante &4 horas) e nao

esterilizado. CNPAF, Goiania, GO. 1986.

Resultados Analiticos

‘"Fatores Analisados

Solo nao ‘ Solo

Esterilizado Esterilizado
pH em agua (1:2,5) | 5,20 4,90
Ca++’; Mg (mE/100mf) 8,50 | 9,50
A" (mE/100m ) ! 0,60 - 2,00
P (ppm) & : - 79,20  93,.70
k" (ppm) © 224,00 256, 00
M.0% - 6,90 5,90
Cu (ppm) T ' 3,00 ‘ 3,50
zn (ppm) . o _ 2,40 3,10
Fe (ppm) . | 47,00 216,00

Mo (ppm) - | o 25,00 47,00
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16, amarrados com atilio de borracha e mantidos até emergén
cia dos adultos. Para facilitar a retirada dos adultos, )
solo era passado em peneira (malha de 2 mm) e os adultos co
locados em gaiolas de acrilico de forma cilindrica, (17cﬁ de
diametro .e 34 cm de altura) com tela ddlérame na parte infg.
rior e pano de ?ilB na parte superior. Vagens verdes trazi
das do campo eram adicionadas dentro das gaiolas para élime&
tagao e oviposicao dos adulfos, sendo transferidas a cada. 2
dias aos sacos de papel e recipientes forrados com solq | 62
ganico umido. Devido ao ressecamento dessas vagerns, poucas .
larvas conseguiam se desenvolver. Para os testes de patégg

nicidade foram utilizadas larvas provenientes do campo, em

Ultimo instar larval e adultos emergentes.
3.3.3. Fungo utilizado nos bioensaios

Foram utilizadas cinco cepas de B. bassiana, pa
ra os testes de patogenicidade em 1abor;t6rio, pertencentes
a colegao de entomopatdogenos do CNPAF, as quatro primeiras
isoladas por Richard A. Daoust e a ultima cedida por Donald
W. Roberts, Boyce Thompson Institute:

CP; - Isolada de um vespidae (adulto) na Costa do Ara.

papa, Amazonas, Brasil.

CP5 - Isolada de Ceretoma arcuata na Costa do Suru

bin, Comunidade de Cristo Rei, Amazonas.

CP, - Isolada de C. aeneus, no CNPAF,Goiania, Goias.
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CP,, - Isolada de C.aeneus, no CNPAF, Goiﬁnia,EGoiés.

RS 285 - Cultura monosporica da formulagao de Boverin
(0. Alyeshiva, Moscou, USSR).

Para determinacao da viabilidade dos isolados
no inicio do teste, 0,1-m£ de uma suspensao com aproximada
mente 104 conidios/mf, de cada isolado, foi inoculada em pla
ca de Petri (2 placas/isolado) contendo BDAY e incgbado a
27% por 12 horas. As leituras foram efetuadas pe1; contagem
miproscapica de'ZOO esforos por placa, considerando germina
do o conidio cujo tubo germinativo fosse facilmente visuali
zado. 'Para preparar as suspensoes de B. bassiana, coéIdios
de cada isolado foram adicionados a solugoes de Tween 80 a
0,17 em agua destilada e uniformizados através de um macera
dor de tecidos de wvidro de 15 mf (Wheaton, U.S.A.), sendo em
seguida coados em gazes.

A contagem dos conidios/mf foi efetuada com um

hemocitometro, sendo repetida 2 vezes, segundo a metodologia

descrita por BURGES e THOMSON (1971).

3.3.4., Procedimento experimental

A patogenicidade de B. bassiana a larvas de C.aeneus
foi testada inicialmente com a cepa CP5 nas dosagens de - 1.040,

10.400 e 104.000 conidios viaveis por mm~ das suspensoes de 1,9

X 107, 1,9 x 108 e 1,9 x 109 conidios viaveis por mf respectivamente,

alem de testemunha em laboratorio.

Os tratamentos consistiram de 40 larvas do ulti

~

mo instar, em 4 repetigoes, provenientes das vagens de campo.
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Grupos de 10 larvas foram pulverizados com 0,3 mf da ;uspeg
sao dé conidios ou 0,3 mf€ de Tween 80 0,1%7 para a testemu
nha, em uma torre calibrada de pulverizacao direta (Figura
4) . Em seguida, cada grupo de larvas foi colocado em placas
de Petri contendo 20 g ée solo organiCOueséerilizado (estufa
a 160°c por 4 horas), umedecidos com 10 mf de agua destilada
esterilizada. -

As placas foram mantidas a 24 I 1%. as obser
vagoes foram iniciadas no 79 dia apos aplicagao de B. bassia
na, sendo realizadas diariamente, e os insetos mortos eram
retirados para confirmagao da doenga. Estes insetos .foram
colocados em placas dé Petri plasticas (3,4 cm de diametro x
1,0:cm de altura) com fundo revestido com papel filtro umede

cido com agua destilada.

Em etapa posterior foram utilizadas as 5 cepas

7

3

de B. bassiana CP CPS’ CP7, Ccp e RS 285, nas dosagens .de 10

1.° 14
108, 10° conidios/mf, representando 549, 5.490 e 54.900 conidios/
mm2 respectivamente, todas apresentando viabilidade de 1007%.
A metodologia utilizada foi semelhante ao experimento anterior,

diferenciando nas observagoes que foram iniciadas no 29 dia

apos aplicagao dos conidios. Este bioensaio foi repetido 2

vezes.

O bioensaio com adultos, foi semelhante aos con
duzidos com larvas, utilizando-se as mesmas cepas e dosagens
mencionadas acima, com viabilidade de 100%Z para todas as ce

pas. Os tratamentos consistiram de 4 repetigoes com 10 adul
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Figura 4. Torre calibrada de pulverizagao direta. CNPAF,
Goiania, GO. 1986.

Legenda:

1- Seringa
2- Bico de pulverlzagao

3- Regulagem da altura de pulverlzagao

4— Manometro

5- Tubo de conexao ao compressor

6- Tubo de conexao ao aspirador

Suporte (peneira) para a superficie a ser pulverizada
8- Orificio para introdugao da pipeta.
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tos/repetigao. ‘Os adultos b apos apulwnizag&% foram colocados
em placas de Petri (10 insetos/placa) com fundo reveétidoA
com papel filtro umedecido com agua destilada e pedagos de
vagens de caupi; As observacgoes f?ram iniciadas no 49 dia
apos aplicacao dos conidios, sendo rcalizadas diariamente
até o 219 dia e a fartir}daf aos 24, 28, 31; 34, 37, 43, 48
dias- apos aplicagap dos isolados.

- Foram realiza&as analises de ﬁerites para cal
cular o'TLSO-e o TLgg (tempo letal 507 e 902) e anélisg de
variancia e teste de Tukey para comparacao das medias dos -
bioensaios. Utilizou tamﬁém; para comparagao dos isoigdoé,
a téxé de potencia conforme preconizado ﬁof ALVES (1986), . a

dotando-se como padrao o isolado CP. e a formula:

5
LT50 do isolado padrao
TP. = x 1000

LT50 da amostr?

<
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito da temperatura, conteudo de agua no solo e mi
crorganismos na estabilidade de B. bassiana em condi -

coes controladas.

Os resultados do efeito da temperatura, conteg
do de agua e microrganismos na estabilidade de B. baééidmlem
condigoes controladas encontram-se nas tabelas 4 e 5. A repfé
sentacao grafica dos dados pode ser vista nas figuras 5, 6,
7 e 8.

Em ambos os solos, autoclavado e nao autoclé?g
do, foi nitido o efeito da temperatura e percentagem de satura
cao de agua na sobrevivencia de B. bassiana. Para niveis cons
tantes de 25% da saturacao, observou-se que temperaturas mais
baixas mantem maiores numeros de colonias do fungo. Observou-

se tendencia de crescimento do numero de colonias, na fase

e

inicial, tendo atingido seu potencial a partir da terceira

avaliacao aos 24 dias. Na temperatura mais alta (30‘2 1°C) hau
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ve tendencia consistente de declinio no numero de colonias,
sendo que aos 80 dias o nimero de colonias era significati
vamente inferior em relagao ao inicio (Figuras 5 e 6). Aés
'nfveis de 75% da saturagao observou-se comportamento diferen
ciado, com tendencia de declinio no numero de colonias para
todas as temperaturas, mesmo mantendo, em ambos os splos,' a
relagao inversa entre numero de colonias e temperatura (me
nos colonias para temperaturas ﬁais altas). A partir da quar
ta avaliagao (38 dias), para o nivel mais alto de temperatu
ra, o numero de conidios era perceptivelmente inferior quan
do comparado as outras temperaturas (Figuras 7 e 8). Estas
constatacoes vem confirmar os resultados de LINGG e DONALDSON
(1981), nos quais a sobrevivencia de conidios de B. bassiana
no solo foi primariamente dependente de temperatura e conteﬁ
do de agua e os de MILNER e LUTTON (1976), onde a meia vida
dés conidios de M. anisopliae no solo foi maior na faixa de
16 a 23°C do que a 30°.

Ao isolar os efeitos de temperatura observa-

. +
se, ainda, que nas temperaturas de 17 il e 24 = 1°

C, o nume
ro de colonias -aumentou ate a 32 avaliagEo (24 dias) para so
lo autoclavado aos 25% da saturagao (Figura 5). Em . solo
nao autoclavado, nas mesmas condigoes, a sobrevivencia de
Beauvenia aos 80 dias era ainda superior para as duag :téempe
raturas, respectivamente, quando comparado ao inicio do ex
perimento (Tabela 4). Esse aumento pode ser devido a um
desenvolvimento do patogeno no solo. Alguns estudos re

—

latam a possibilidade de desenvolvimento de deuteromice tos
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Nimero de colonias de B. bassiana a 17 * 1% (—)., 24 +1°%

Figura 5.
(-2) e 30 £ 1°C (--+-) e 257 da saturagao de agua em solo
autoclavado, em varios periodos apos infestacao. CNPAF,
Goiania, GO. 1986.
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Figura 6. Numero de cqlanias de B. bassiana a 17 + 1°¢ (=), 24 = 1%

(--) e 30 + 1% (=*+-) e 25% da saturagao de agua em solo
nao autoclavado, em varios periodos apos infestacgao. CNPAF,'

Goiania, GO. 1986.
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Figura 7. Numero de colonias de B. bassiana a 17 * 19¢ (—), 24 I 1%
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(<9, 30 - 1% (=++-) e 75% da saturagao em solo autoclava
do, em varios periodos apos infestagao. CNPAF, Goiania, GO,
1986.
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Figura 8. Numero de colonias de B. bassiana a 17 1% (=), 24 I 1%

(--), 30 ha 1°¢ (-.+=) e 75% da saturagEo em solo nao auto
clavado, em varios periodos apos infestacao. CNPAF, Goia-
nia, GO, 1986.
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em pedagos de planta e no solo (OLIVEIRA, 1979; LINGG e
DONALDSON, 1981; FARGUES e ROBERT, 1985; ALVES, 1986). Entre
tanto, WALSTAD et alii (1970) consideram improvavel o creséi
mento de B. baAZLana e M. andisopliae em apundancia como sa
profita no solo, uma vez que eles sao restritos a certos in
setos para o seu desenvolvimento. Pode-se observar que ain
da existem duvidas em relagao aé desenvolvimento no solo de
deuteromicetos patég@nicos a inéetos. Outros trabalhos de
vem ser conduzidos para elucidar melhor este fato, como, por
exemplo,. andlises bioquimicas, verificagao das estruturas do
fungoAﬁresentes no solo.

A analise de variancia veio confirmar a signi
ficancia do efeito da temperatura e porcentagem de saturacao
em todas as avaliagoes, excegao da primeira, no dia da monta
gem do experimento, quando nao havia diferenca entre os tra
tamentos. Os niveis de significancia sao altos e ¢rescentes
de uma avaliacao a seguinte, para temperatura, porcentagem
da saturagao e a interagao temperatura x porcentagem de satu
racao. O efeito solo (autoclavado e nao autoclavado) nao foi
tao claro, tendo apresentado nivel de significancia,_a =0,01
depois da 6% avaliacao (80 dias), com 5% de significancia nas"
32 (24 dias) e 52 (52 dias) avaliacoes (Tabela 5).

Ao associar efeitos de temperatura,poréentagem
da saturagao, solo e avaliagoes, numa analise de variancia

global, observou-se a confirmagao desses resultados, com ni

veis de 17 de significancia para temperatura, saturacao., ava
7
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liagoes e todas as suas interagoes. Apenas o efeito solo nao
foi significativo, apesar de suas interacoes simples com tem
peratura, umidade e avaliagoes terem-se apresentado com sig

nificancia de iZ (Tabela 6).

Todas as analises de variancia, a partir da
a . ~ . . o .
27 avaliagao, apresentaram valores significativos de F, com

o grau de variacao explicado no modelo peloR2 = 907 a partir de

terceira avaliacao, e,no modelo geral de todas as avaliagoes

e tratamentos, R%Z =887. 0s coeficientes de variagao oscila

Gl

ram entre avaliacoes, em niveis ndo inferiores a 23,55 e nao
superiores a 41,65 (Tabelas 5 e 6).
Ao avaliar a presenga de microrganismos mno so
lo, alguns fatos sao evidenciadps nos resultados de contagem
. .

de colonias de fungos, bacterias e actinomicetos, com possi

vel influencia na sobrevivencia de B. bassiana, a 25% da -sa

—

turagao de agua e temperatura de 24 - 1°

C. Nestas condigoes,
o numero de colonias de B. bassiana a partir da 42 avaliagao foi
estatisticamente superior em solo nao autoclavado, em rela
cao ao solo autoclavado (Figuga 9), o que nao era esperado,
uma vez que varios trabalhos tem relatado a influencia de mi
crorganismos presentes no solo sobre a persistencia de B.
bassiana. Entretanto, nas avaliagSes, constatou-se a presen
g¢a de microrganismos em solo autoclavado, com aumento no de

correr do tempo, e em alguns casos superior ao encontrado em

solo nao autoclavado.
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Tabela 6. Analise de variancia para as avaliagoes de efeito de tempera
tura e saturagao de agua em solo autoclavado, nao dutocla
vado, em condigoes controladas, para sete avaliagoes. CNPAF,

Goiania, GO. 1986.

Fontes de

Variagao G.L. 5Q F_
Avaliagao (AV) 5 82112,89 32,13*%
Temperatura (TEMP) 2 172989,97 169 ,23%%*
Solo (S0) 1 151,62 ' 0,30
Saturacao (SAT) 1 118616,87 232,07%%

\:’«f .
AV x TEMP - 10 38975,80 7,63%%
AV x SO 5 10545,96 4,13%%
AV x SAT 5 46045,89 18,02%*
TEMP x SO 2 4702 46 4,60%*
TEMP x SAT 2 22028,60 21,55%%
SO x SAT 1 10337,60. 20,23%%
AV x TEMP x SO 10 11032,00 2,16%
AV x TEMP x SAT 10 16623,66 3,25%%
AV x SO x SAT 5 4811,80 1,88
TEMP x SO x SAT 2 11694 ,60 11,44%%
AV x TEMP x SO x SAT 10 7546,52 1,48
Valor de F . 15,38%%
R? - 882
c.V. ‘ 32,43

Significativo ao nivel de 95% de probabilidade.

X%k
Significativo ao nivel de 99% de probabilidade,
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O nimero de colonias de outros fungos que nao
B. bassiana em solo autoclavado foi significativamente supe
rior ac solo nao autoclavado aos 38, 52, 80 e 129 dias de
avaliacao (Figdra 10). - Atraves da analise de variancia, ob
servou-se que o efeito da presenca ou nao de B. bassiana no
nimero de colonias de outros fungos nao foi significativa em
nenhuma avaliagao e na analise de variancia global (Tabelas
7 e 8).

A presenca de bacteérias em ambos os solos nao
5 '

G .
foli bem definida. No 892 dia havia maior numero de colonlas

em solo nao autoclavado e no 38?2 dia o nimero de colonias
era maior em solo autoclavado, sendo que nas outras avalii
coes nao ocorreram diferengas significativas no nimero dgbcg
lonias de bacterias nos dois solos (Tabela 7, Figura 11) . En
tretanto, em solo com indculo de B. bassiana o nimero dé - co
léniaé de bacterias foi significativamente inferior aos 24, .
38, 52 dias quando comparado.. com solo nao inoculado com B.
bassiana. Provavelmente,B. bassiana tenha um efeito negati
vo sobre bacterias por estar eﬁ grande numero no solo nos 52
primeiros dias, e com a sua diminuigcao no decorrer do tempo
este efeito e atenuado (Tabela 7, Figura 12). ©Na analise de
variancia global nao tiveram efeito solo, B. bassiana, ava
liagcoes e suas interagoes (Tabela 8).

Em relagao a actinomicetos, o nimero de cold

nias foi significativamente superior em solo autoclavado a

partir da 32 avaliacao (389 dia), em comparacao ao solo nao:
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Figura 11.

~ [Oena
PERIODO (dias]

NUmero de colonias de bactérias por grama de sola auto
clavado (BA) e nao autoclavado (BNA) a 24 ¥ 1°C e 25%
da saturagao de agua, em varios periodos de amostra
gem. CNPAF, Goiania, GO. 1986. o -
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Figura 12.

& Bb Ossb
PERIODO ldias]

NUmero de colonias de bacté@rias por grama de solo
com (Bb) e sem B. bassiana (Bsb) a 24 X1°C e 25%
da saturagao de agua, em varios periodos de amos
tragem. CNPAF, Goiania, GO. 1986. -
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autoclavado (Tabela 7, Figura 13). No solo sem inoculo de B.
bassiana o numero de colonias também foi significativamente

maior a partir da 28 avaliagao (24 dias), em relagEo ao so

lo com inoculo (Tabela 7, Figura 14), Estes resultados de

monstram que B. bassiana possivelmente exerce efeito sobre
estes actinomicetos. Conforme o numero de colonias de B.
bassiana decrescia, o numero de actinomicetos aumentava. Em
relacao a interacao solo e Beauvesila, solo autoclavado sem

. . . a . -~ : ~
B. bassiana foi superior, da 22 a2 6° avaliagoes, ao solo nao

\
L

autoclavado sem B. bassf{ana. Solo nao autoclavado foi seme
lhante com e sem inoculo de B. bassiana. Na analise de va
riancia global, solo, B. bassiana, avaliagoes, solo x B.

bassiana, solo x avaliagoes, B. bassiana x avaliagoes, solo
x B. bassiana x avaliagoes foram todas'significatiyas éo ni
vel de 1% (Tabela 8).

f Pelos resultados observa-se que o niimero de
outros fungos que nao B. bassiana e actinomicetos foi maior
e crescente no>temperm solo autoclavado, provavelmente de
vido a falta de competicao neste solo, pois na autoclavagem
foram eliminados todos os microrganismos e, aqueles que con
taminaram o solo posteriormente, nao tiveram competidores e
puderam desenvolver-se livremente. Em solo nao autoclavado o
numero de colonias de outros fungos e actinomicetos nao osci

lou (Figuras 10 e 13) possivelmente devido a um equilibrio

entre os microrganismos no solo.
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LINGG e DONALDSON (1981) relataram que em mqi

tos casos a sobrevivencia de B. bassiana foi maior em solo
nao autoclavado em comparagao ao solo autoclavado, embora
este efeito fosse dissipado nas temperaturas e niveis de sa
turagao mais altas. Reéultados semelhanteg féram encontra
dos neste estudo: na temperatura de 17 1 e 24t 1°c - e
percentagem de saturacao de 25 em solo nao autoclavado,‘a s0

©

brevivéncia de B. bassi{ana foi maior em relacido ao solo auto
clavado, enquénto que nas temperaturas de 17 z 1, 24 ht ;, 30t
1°C e 75% da saturagao e 30 £:19C a 257 da saturagao a sobre
vivencia foi maior em solo .autoclavado. LINGG. e DONALDSON\.
(1981) mencionam, ainda, que o efeito adverso na sobrevivEE
cia de conidios, particularmente a baixas temperaturas e 257
da saturacao, talvez ocorra devido a produtos toxicos produ
zidos durante a esterilizagao do solo. Por outro lado, ana
lises quimicas de amostras de solo autoclavado e nao autocla
vado demonstraram que_nao existe muita diferenga entre os com
ponentes inorganicos do solo (Tabela 1).

Neste estudo verificou-se que solo autoclavado,
quando manipulado, dificilmente ficara isento de contaminan
tes. Outros autores, conduzindo trabalhos com solos esteri.
lizados, nao tem dado atencao a avaliagao dos microrganismos,
que podem estar presentes, e-élgumas vezes em niumero supe

rior aos existentes nos solos nao autoclavados.

Varios autores tem relatado o efeito prejudi
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cial de bacterias (REISINGER et alii 1977; OLIVEIRA, 1979_;'
FARGUES et alii, 1983; CLERK, 1969; ROBERTS e CAMPBELL, 1977)
actinomicetos (CLERK, 1969; ROBERTS e CAMPBELL, ¥977) e fun
gos (LINGG e DONALDSON, 1981) em B. bassiana no solo. Obser
vou-se, neste trabalho, que na temperatura de 24 £ 1% e—ZSZ
da saturacao, a sobrevivencia de Beauvesia foi maior em solo
nao autoclavado, onde o niumero de fungos e actinomicetos foi
menor. Por outro lado, em solo sem inoculo de B. bassiana
bacterias e ?ctinomicetos estavam em maior niumero, ém_ réla
¢cao ao.solo ?om B. bassiana. Este fato pode ser explicado
pela propriedade antibiotica q;e B. bassfana possui contra
saprofitas do solo a qual foi demonstrada no trabalho de

WALSTAD et alii (1970).

4.2. Estabilidade de B. bassiana em condigoes de campo

Na avaliagao da eficiéncia de um inseticida
bioldgico, &€ necessario determinar o tempd de sobrevivencia
do agente no ambiente no qual sera introduzido (LATCH e
FALLON, 1976).

Nos tratamentos testados, a sobrevivéencia 'ae
B. bassiana, quando aplicaram-se conidios na superficie do
solo com plantas e na superficie do solo ou ﬁisturado ao so

lo sem plantas, nao apresentaram diferencas significativas

—

a . ~ . - -~ .
ate a 4. avaliagao (24 dias), embora o numero de colonias por

grama de solo tenha decrescido drasticamente em todos os tra
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tamentos na fase inicial (Figura 15). A partir da 52 avalia
gao (38 dias), o numero de colonias de Beauvesi{a em solo com
planta foi superior aos tratamentos em que o fungo folil apIi
cado na superficie ou misturado ao solo desnudo, estes em
niveis sémelhantes ao d; testemunha. Aos 9@ dias o nﬁme?o
médio de colonias de B. bassiana por grama de solo era . de
2470 para solo com planta, 130 para a aplicacao na 'superfi
cie e 550 para conidios misturados.ao solo (FiguraQIS).

.A‘anilise'de variancia comprova esses resulta
dos demonstrando que, para as avaliagoes de campo, com e sem
plantas de caupi, com aplicacao de B. bassiana na superficie
oumisturado ao solo, nao houve efeito significativo de blo
cos nas 11 avaliagoes, enquanto que para tratamentos, o0s n£
veis de significancia estatistica foram superiores a 997,
confirmando que ha diferenga nitida entre os tratamentos tes
tados em todas as avaliagoes. O efeito cobertura foi eviden
ciado a partir da 58 avaliagao (38 dias), com 997 de signifi
cancia. 0 tipo de aplicégao de B. bassiana, na superfiéie
ou misturado ao solo .nao foi signifidativo nas 11 (onze) ava

liagoes, indicando que o modo de aplicagao nao interferiu na

sobrevivencia do fungo no solo., A grande disparidade ;hﬁre‘
niveis de colonias, em avaliacoes sucessivas e entre Atrati
mentos se expressa em altos coeficientes de variagéo'(Tabela
9).

Analisando os efeitos de temperatura em solo
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gramado e desnudo, a profundidade de 5 cm, pode-se observar,

na Figura 16, que em solo desnudo a temperatura maxima foi

sempre superior, muitas vezes excessivamente mais alta que
as maximas do solo gramado. As temperaturas minimas nesse
7%, ' . . -
solo sem cobertura apresentou—-se em geral inferior aquelas
em solo coberto. Observa-se também muito maior variacao en
tre maximas e minimas sob solo descoberto, enquanto as dife
rengas desses niveis sob cobertura foi bem menor. A tempera
tura pode ter sido um importante fator influenciando a perma

nencia de B. bassiana em condigoes de campo. Embora obtidos

em solo gramado, os resultados cons$tituem valiosa aproxima

cao da temperatura do solo com planta. Oé resultados obtidos
wéﬁwiagoratario a diferentes temperaturas e percentagens de
saturacao de agua no solo comprovaram que altas temperaturas
sao prejudiciais aos conidios. A temperatura maxima em solo
désnudo foli na maior .parte do tempo superior a 329 e algumas
<

vezes proxima a 40°C. Em solo gramado, a maxima nao ultrapas
sou 27°C e a temperatura minima nao excedeu a 21°%.

Além da temperatura, a radiagao solar pode ter
sido um dos fatores que afetaram a permanencia de conidios
aplicados na superficie ou misturados ao solo. Em solo com
plantas, este efeito pode ter gido atenuado pela cobertura
das plantas. A radiagao solar acumulada no periodo de reali
zagEo do experimento esta expre;sa atraves da Figura 17.

A avaliacao do nimero de colonias de microrga

nismos em solo com e sem plantas de caupi nao foi significa
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tiva para bactérias fungos e actinomicetos (Tabela 10).

4.3. Patogenicidade de B. bassi{ana a larvas e adultos do

manhoso, Chalcodermus aeneus Boheman

O primeiro teste de patogenicidade, utilizando
B. bassiana CPg (isolada de C. atcuata), em tres dosagens re
sultou em baixos indices de mortalidade aqumulada para a me::
nor dosagem (1,9 x 10’ conidios/mf), com 12 larvas mortas por

B. bassiana me total de 39 larvas iniciais. A maior °~ dosa

gem (1,9 x 109 conidios/mf) provocou mortalidade de 100% e

foi significativamente superior .as duas outras doses testa
das. Para a testemunha nao foi observada mortalidade pelo
fungo. Na dosagem mais alta de B. bassiana seriam necessa

rios 5 dias para matar 507 dos insetos (LTSO) e 7,5 dias pi
ra matar 90% dos insetos (LTQO) (Tabela 11).

A segunda etapa de testes de patogenicidade
foi realizada em dois bioensaios sucessivos comparando a efi
ciencia de cinco cepas de B. bassiana, em tres diferentes do
sagens. O niimero de larvas mortas nao. foi significativamen
te diferénte para as diferentes cepas, pelo teste de Tukey.
Para o numero de larvas mortas, por infeccao confirmada de

B. bassiana, a cepa CP. (isolada de Vespidae) demonstrou ser

1
a mais eficiente, na dosagem de 10° conidios/mf. A cepa

CP,, (isolada de C. aeneus), com 108 conidios/mf, apresentou

o pior desempenho em termos do nimero de larvas mortas com
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Tabela 10. Numero de colonias x 104 de bacterias, fungos e actinomice
tos por grama de solo com e sem plantas de caupi (Media

de 3 repeticoes). CNPAF, Goiania, GO. 1986.

Nimero de Colonias!

Solo
Fungos Bacterias Actinomicetos
Sem Plantas 18,33 a 111,11 a 19,78 a
Com Plantas 17,67 a 178,89 a 20,55 a

L)
-

Medias seguidas da mesma letra nao sao estatisticamente diferentes pe

lo teste de Tukey.
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infecgao confirmada, nao diferindo do tratamento testemunha.
(Tabela 12).

A analise de probites para estimar o tempo le

tal, resultou, nesse primeiro teste dos cinco isolados, em
periodos mais curtos para matar metade (LTSO) e noventa
porcento da populagao (LTQO) para as concentragoes mais al

tas. As cepas CP1, CP7 e CP5 apresentaram os melhores desempe

nhos, éom 4,4 a 5,3 dias respectivamente para tempo létal 50,

a dosagem de;107 conidios/mf, e 8,3 a 9,6 dias para o _tempo
s

letal 90, cogparados aos 12,2 dias para o tempo letal 90 de

CP14 na mesma dosagem (Figura 19). Para a &osagém de 108 co

nidios/mf, CP_ apresentou melhor efici@ncia, com LT..= 3,3

50

e LT90 = 5,4 dias, comparados aos 6,4 e 12,1 dias de LT50 e

LT90, respectivamente para a cepa CP14 nessa dosagenmn. Para

7

CP1 e CP5 o tempo letal 50 ficou em 3,9 e 4,2, enquanto o
témpo letal 90 foi de 5,9 a 5,7 dias, respectivamente, a -10

conidios/mf (Figura 20). Também na maior dosagem (109'F con£
dios/mf), o isolado CP7 apresentou a melhor eficiencia, com
LTcy, de 2,6 dias e LT90 de 3,8-dias. 0 pior desempénho 'fi

cou para CP com 8 dias de LT e 5,9 dias de LT (Figura

14 90 50

21).

Em relagao a taxa de potéencia, CP1 e CP7 foram
7

as que mals se destacaram na dosagem de 10° e 108 conidios/

mfl, entretanto na d.osagemdelO9 conidios/mf, Cp, e RS 285
foram mais potentes (Tabela 12).

Essa avaliagao das cinco cepas, em tres dosa
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Figura 19. Tempos letais 50 e 907 para diferentes isolados de B.

bass{iana, pulverizados na dosagem de 107 confdios/mt
em larvas do ultimo instar de C. aeneﬁb} CNPAF, Goié
nia, GO.- 1986

CP, Y = 2,7380 + 0,4278 X

RS 285 Y = 3,6556 + 0,2498 X

CP,, Y =3,9019 + 0,1848 X
CP, Y = 3,908 + 0,2474 X
CP, Y = 3,8603 + 0,2588 X

1

LARVAS MORTAS (%)



PROBITES

Y/
T T 7, ol )
v/ |
61 j' | -
g A | |
48 !
4y &
P! A
I : I
I |
/ J Pyl |
4% g-a*gat: ' =3
= 8 EE g g
"'[P 14 .ﬂ]. (9, l"
Ry e [
W o) AT o
| 1 (T N
W 11 B 1
4--\%.‘ i1 1 lli' “ ; |
33z b 5 6 7 8 9 b n 12 13
TEMPO ( diasl

.81.

Figura 20.-

Tempos letais 50 e 907 para diferentes isolados de B. bas
siana, pulverizados na dosagem de 108 conidios/m€ em lar |
vas do ultimo instar dé C aeneus . CNPAF, Goiania,GO, 1986.
CP Y = 1,3638 + 0,8580 X

5
RS 285 Y = 2,5236 + 0,5917 X

cP,, 108 v = 3,5755 + 0,2232° X
ce, 10° ¥ = 2,8664 + 0,6370 X
ce. 10% v = 12,3959 + 0,6575 X

1

LARVAS MORTAS {%}
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Figura 21. Tempos letais 50 e 907 para diferentes isolados de
B. bassiana, pulverizados na dosagem de 10° coni
dios/mf em larvas do Gltimo instar de C. aeneus,
CNPAF, Goiania, GO. 1986.

CP. Y = 1,0628 + 1,0267 X

5 .
RS 285 Y = 2,3569 + 0,9993 X
CP,, Y =1,3174 + 0,6183 X
CP, Y =1,5706 + 1,2334 X

CP, Y =2,0601 +0,7887 X
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gens, foi repetida para confirmagao dos resultados. No segun
do bioensaio, os niveis de mortalidade acumulada, aos 14 dias
da aplicagao diferiram significativamente pelo teste de Tg
key, com maior eficiencia para as dosagens mais altas (.108 e
109) para todos os isolados. O isolado RS'285 (cultura mo
nosporica da formulagﬁo de Boverin) matou menos inse?os ‘na
dos agem de 108 do que os demais isolados. Ao confirmar os
niveis da mortalidade por infecéao de B. bassiana, observa -
se que a relagEd de eficiencia entre isolados e dosagem e
mantida, alem de evidenciar o melhor desempenho de CP5 (109),
CEl e bPS (108), que nao diferiram significativamente pelo -
teste de Tukey (Tabela 13).

A analise de probites nesse segundo teste de

isolados confirmou a superioridade de CP CP. e CP., sobre os

5°? 1 7

demais, além do melhor .desempenho da dosagem mais alta (Mﬂ).
Com uma concentragao de 107 confdios/ml ndo seria possivel
matar 507 dos insetos-antes do oitavo dia. Os melhores desem

penhos. ocorreram para as cepas CP. e CP com LT de 8,5 a

1 5°? 50
9 dias, respectivamente (Figura 22). Os isolados CP7 e CP1
sobressairam-se em relacao aos demais quanto ao LT50 e LT90,
na dosagem intermediaria (108). 0O isolado CP necessi;ou'de,

7

5,1 e 6,6 dias para matar 50 e 907 dos insetos, enquanto que
para CP1 esses valores corresponderam a 5,6 e 7,0 di as res
pectivamente. O isolado CP5 apresentou desempenho relativa

mente inferior, com 7,3 dias para LTSO e 9,6 dias para LT

90
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LARVAS MORTAS (%)

CNPAF, Goiania, GO. 1986.

CP5 Y
RS 285 Y
CP14 Y
CP7 Y
cp Y-

1

2,1963 + 0,3127 X
2,2840 + 0,2425 X
2,5051 + 0,1854 X
2,2255 + 0,2714 X
2,3017 + 0,3184 X

14
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(Figura 23). A dosagem 109 conidios/mf foi a mais eficiente
para os tres melhores isolados, com tempos letais nao supg
riores a 6,2 dias para controlar até 90% da populacao do in
seto, na fase iarval. Nesse segundo bioensaio.os visoiados

de B. bassiana CP CP. e CP, destacartm-se, com as taxas de

1° 5
potencia muito semelhantes entre si, na concentragao de 109
conidios/mf (Tabela 13, Figura 24).

Para o teste -dos isolados .de B. bassiana no
controle de C. aeneus na fase adulta, ficou evidenciado eépg'
cificidade entre fases de ddsenvolvimento do inseto,importag'
tes aéwprogramar seu controle. Os~ resultados dessas concéB_

. b
tragSes dos isolados testados em larvas sao muito superiores
quando comparado ao controle obtido para o. inseto na fase a .
dulta. Os niveis de mortalidade foram muito baixos, mesmo
tendo-se estendido o perfodo -de acompanhamento do bioensaio
por 48 dias (Tabela 14). B
&

Pode-se observar, para t&dos os isolados, que
a dosagem de 107 conidios/mf nao foi suficiente para ma_
tar 50% dos insetos. Na dosagem de 108 conidios/mf o isola
do CP7 foi o mais eficiente no controle dos adultos,entretan.
to, na dosagem de 107 conidios/mf; o isolado RS 285 sobres
saiu-se em relagcao aos outros isolados. O pior desempenho fi

cou para o isolado CPy na dosagem de 107 e,109 conidios/mf.

X
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sLana, pulverizados na dosagem de 108

conidios/wl

em

larvas do ultimo instar de C. aeneus. CNPAF, Goiania, GO.

19
cp
RS
Cp
CP

86.

5
285

14
7

Cp
1

K << <Ko

2,3513 + 0,361l4 X

2,4467
2,3845
0,5011
0,1046

+

<+

+

0,2664 X
0,2959 X
0,886 X
0,8754 X



.88.

L)
!

)
=

PROBITES

]
Ul
O

N - - - T — T~
fgsegy7 -~~~ ~————————"—

~

[

|

&

GL ~1 Y

FoR g o

| [ I i

'- -li . , l'L' o
8 9 10 1 2

TEMPO(dias)

Figura 24. Tempos letais 50 e 907 para diferentes isolados de B.
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CBy ¥ =0,3207 + 0,9662 X_
RS 285 Y = 2,6156 + 0,3375 X
P, Y = 2,4878 + 0,3214 X
cp, Y = 0,1657 + 1,0595 X
cp Y =-0,1030 + 1,0685 X

1

LARVAS MORTAS! %]
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5. CONCLUSOES

5.1. A sobrevivencia de conidios de Beauvenia -
bassiana no solo € menor quanto-mais elevada a temperatura

e a percentagem de saturagao de- agua.

5.2. Beauveria bassiana inibe o crescimento de

bacterias e actinomicetos no solo.

5.3. Fungos e actinomicetos interferem na so

brevivencia de Beauvesrdia bassLana no solo.

5.4. Solos cobertos ou com plantés propiciam
maior protegao a B. bassiana que solos desnudos. Consequente
mente, a adogao de praticas culturais que propiciem maior co
bertura do solo & importante para protecao de fungos entomo

patogenicos que se encontram no solo.
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5.5. A temperatura no solo & um dos principais
fatores que afetam a permanencia de Beauveria bassiana  em

condigoes de campo.

5.6. 0 modo de aplicagdao de Beauveria bassiana
em solo desnudo nao interfere na sua sobrevivencia em condi

goes de campo.

5.7. A fase larval de C. aeneus & mais susceti

vel a B. bassiana que a fase adulta.

5.8. Os isolados.CPI,<CP' e CP_, foram os mais

5 7
eficientes no controle de larvas de ChaﬂcadeamuA aeneus.

5.9. Os isolados'CP7 e RS 285 apresentaram o

melhor desempenho no. .controle de adultos de C. aeneus.
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