PERSISTENCIA DE Becuveria bassiang EM SOLO DE CERRADO E SUA
INTERACAO COM MICROORGANISMOS DO SOLC

3 - 4
Eliane D. Quintelaz, Jeffrey C. Lord™, Sergio B. Alves e
Donald W. Roberts5

ABSTRACT

Persistence of Beauveria bessiana in cerrado soil and its
interaction with soil microbes

Ssurvival of Beguveria bassiona conidia in an oxisol soil was
evaluated under laboratory and field conditions. In the labo-
ratory, survival decreased with increasing temperature of 17,
24 and 309C and was greater in seil with 25% than in soil of
75% water saturation. An increase in the number of colony for-
ming units (CFU) was observed through the first 24-52 days in
the unautoclaved soil with 25% water saturation held at 17 or
24°C. In autcclaved soil was observed the same behavior in the
first 24 days, in these temperatures. At 17or 240C and 25% wa-
ter saturation, the number of CFU was lower in autoclaved than
in unautoclaved soil begining 38 days after inoculation. The num-
ber of non-Beauveria fungi and actinomycetes colonies was grea-
ter in autoclaved than in unautoclaved soil. Autoclaved soil
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inoculated with B. bassiana produced fewer colonies of nonfila-
mentous bacteria and actinomycetes than uninoculated soil, in-
dicating an inhibition of these organisms by Beauveria. In the
field, soil beneath a cowpea crop canopy was more conducive to
conidia survival than exposed soil. Conidia mixed into the top
three cm of bare soil survived no longer than conidia applied
to the surface of exposed soil.

RESUMO

A sobrevivéncia de conidios de Beauverig bassiana em solo,
terra roxa estruturada latossolica eutrofica, foi avaliada em
condi¢bes de laboratdério e campo. No laboratério, a sobrevi-
véncia diminuiu com o aumento na temperatura de 17, 24 e 30°C
e foi maior no solo com 25% do que em solo com 75% da satura-
¢aoc de agua. Foi observado um aumento nas unidades formadoras
de coldnias (UFC) durante os 52 dias em solo ndo autoclavado,
com 25% da saturagao, mantido a 17 ou 24°C. Em solo autocla-
vado observou-se comportamento similar nos 24 primeiros dias,
nestas temperaturas. Apos 38 dias da inoculagdo, iniciou-se um
declinio mais acentuado no numero de UFC em solec autoclavado
em relacdao ao ndo autoclavado, em temperaturas de 17 ou 24°C.
O numero de outros fungos que nao Beauverice coldnias de acti-
nomicetos foi maior em solo autoclavado do que em nio autocla-
vado. Solo autoclavado inoculado com B. bassiana produziu menos
colonias de bactérias e actinomicetos, guando comparado a solo
ndo inoculado, indicando inibigdo destes organismos por Beau-
veria. No campo, solo com planta de caupi constituiu ambiente
mais favoravel a manutencao de conidios de B. bassiana, quando
comparado ac solo desnudo. Em solos desnudos, conidios mistu-
rados aos 3 cm superficiais, ndo tiveram maior sobrevivéncia
do que conidios aplicados na superficie.

INTRODUGAD

0 ambiente solo normalmente oferece condic¢oes favaraveis
de temperatura e umidade para odesenvolvimento de doengas fun
gicas em insetos (ALVES, 1986; ROBERTS & CAMPBELL, 1977; RO-
BERTS & WRAIGHT, 1986). Desta forma, a ocorrencia de fungos no
solo pode ser um importante fator de mortalidade naturalde in
setos (AESCHLIMANN et af., 1985: KELLER, 1983). Tentativas de
explorar o sclo como um meio para controle de insetos com pa-
togenos tem sido concentradas nos fungos Metarhizium anisopliae
(Metsch) Sorokin e Beauveria spp. Tratamento do solo com Beau-
veria bassiang (Bals.) Vuillemin, e B. brongniartii (Sacc.) Petch
tem sido capaz de reduzir populagGes do besourc da batata,lep
tinotarsa decemlineata Say (WATT & LEBRUM, 1984), e o curculioni-
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dio Sitona lineatus (L.) (MULLER KOGLER & STEIN, 1970) . B.bass@na
foi altamente infeccioso a larvas do manhoso Chalcodermus bima-
culatus Boheman, em pulverizagdes no solo (QUINTELA, 1986) .

Para um controle eficiente de insetos no solo ha neces-
sidade de se conhecer o comportamento do fungo neste ambiente,
estudando-se nAo somente a sobrevivéncia do indculo como tam=
bém sua interacdo com outros microorganismos. No caso de B. bas-
siona, LINGG & DONALDSON (1981) demonstraram inibicao na sobre-
vivéncia do indculo no solo devido a temperatura,umidade e mi-
croorganismos.

0 trabalho objetivou determinar o efeito de temperatura,
contelido de Adgua e microrganismos sobre B. bagssigna em solo do
cerrado em condicdes de laboratério e avaliar sua persisténcia
a campo.

MATERIAL E METODOS

Origem e producao do fungo

A cepa de B. bassiang utilizada foi isolada de Cerotoma sp.
(Coleoptera - Chrysomelidae), na Costa do Surubim, Estado do
Amazonas, denominada CP; na micoteca do laboratorio de Patolo-
gia de Insetos do CNPAF.

Os conidios foram produzidos em meio de batata, dextrose,
extrato de levedura e agar. As placas foram mantidas a 27°cC e,
apos 14 dias, os conidios foram coletados, passados através de
peneiras de malha de 425 uym e 250 um e armazenados a 4°C em si-
lica gel.

Solo

0 solo utilizado nos experimentos de laboratorio e campo
foi terra roxa estruturada latossdlica eutrdfica, daregidodo
cerrado da fazenda experimental do CNPAF, Goianira,Go. Nos tes-
tes de laboratério o solo foi coletado a 5 cmde profundidade,
seco ao ar em casa de vegetagdo, por uma semana, e peneirado
em malha de 2 mm. O solo foi autoclavado em lotes de 700 g a
121°9C, por 2 horas.

A analise do solo indicou a seguinte composigao: Argila
54%, Areia 33%, Silte 13%, matéria organica 0,9%, catt e Mg+t
1,8 me/100 ml, Al**+ 0,3 me/100 ml, P 3,3 ppm, K* 62 me/100
ml, Zn 2,3 ppm, Fe 192 ppm, Mn 40 ppm, pHemagua (1 g: 2,5 ml)
5,4.

0 ponto de saturacaode agua foi aproximadamente 50 ml/100g
de solo determinado através do método de "terra fina seca ao ar"
(T.F.S.A.) descrito pelo manual de métodos de analise de solo

da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (1979).
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Meio Seletivo

0 meio seletivo de FEREIRA etal. (1979) foi usado para aspri-
meiras avaliagbes de B. bassionc no solo. Devido a necessidade
de suspensbes mais concentradas nasiltimas avaliacdes que con-
tinham maior nimero de contaminantes foi utilizado o meio de
Heck (LINGG & DONALDSON, 1981) modificado: 65 g Saboraud dex-
trose agar, 10 g oxgall, 80 mg oxytetraciclina, 250 mg Cyclo-
hexamida, 50 mg KMNQO4, 400.000 UI/ml de penicilina G, e 50 mg
de sulfato de estreptomicina.

Experimentos em condicoes controladas

Ensaio de persisténcia de conidios de B. bassiang foi con-
duzido em trés repetigdes em um esquema fatorial, inteiramen-
te casualizado, de tres temperaturas: 17, 24 e 30°C; com dois
niveis de umidade no solo (25 e 75% da saturacao) come sem au-
toclavagem em laboratorio. A parcela, representada por 700g de
solo foi inoculada com 0,21 g de conidios de B. bassiana, repre-
sentando aproximadamente 3 x 107 conidios/q de solo, em reci-
pientes de plastico tampados (14 cm de comprimento x 8 cm de
largura x 12,5 cm de altura), que permitiam a passagem de ar
mas com pouca perda de agua. Os recipientes, contendo solo e
conidios, foram agitados manualmente para garantir homogenei-
dade na mistura. Através de amostragens de solo nao foi detec-
tada ocorréncia natural de B. bassiana.

Os recipientes gque perdiam peso eram completados semanal-
mente com agua destilada para seu peso inicial. Estes recipien-
tes foram incubados em estufas B.0.D. ("Biological oxygem De-
mand") em condigdes naoc assépticas e a temperatura média den-
tro da estufa foi medida através de um higrotermografo eletro-
nico, para verificar se a temperatura mantinha-se constante.

As determinagoes de B. bassiana no solo foram realizadas
aos 0,8, 24, 38, 52, 80 e 129 dias apds a inoculagao do fungo.
Uma amostra de solo de 11,1 g para os tratamentos com 25% da
saturacdo e 13,6 g para os com 75% foram retiradas das repe-
ticbes dos tratamentos, com uma espatula, para fazer-se dilui-
cdes decimais em 90 ml de dgua destilada. A suspensao era agi-
tada e plagueou-se 0,1 ml das diluigdes de 104, 105 e 106 em
meio seletivo na primeira avaliacdo, em 3 repetigdes por di-
luigao. Para as avaliacdes seguintes foram plagueadas duas di-
luigbes em niveis capazes de expressar a presenca de conidios
no solo. As placas foram incubadas por 7 a 9 dias a 24 = 1°¢,
guando se procedia a contagem das unidades formadoras de co-
lonias (UFC), obtendo-se UFC/g de solo seco.

As avaliacoes de bactérias, actinomicetos e outros fungos
que nac Beauveric no solo foram realizadas para a temperatura
de 24°C e solo com 25% da saturacdo de agua autoclavado e nao
autoclavado contendo B. bassiona. As testemunhas (sem inoculo do
fungo) foram mantidas nas mesmas condigdes, em duas repetigdes,
cada repeticdo com 700 g de solo. As avaliagdes de fungos bac-
térias e actinomicetos presentes no solo foram efetuadas aos
0, 8, 24, 38, 52, B0 e 129 dias apds a implantagadao do experi-
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mento, adotando-se a metodologia desenvolvida por Dazzo (s.d.).

Experimento a nivel de campo

A estabilidade de B. bassigna & nivel de campo foi avaliada
em um experimento em gquatro tratamentos: a) conidios pulveri-
zados na superficie do solo com plantas de caupi com 15 sema-
nas de idade (Vigna unguiculota (L.) Walp. variedade CNCx 252-1E)
no espacamento de 75 x 20cm contendo 6 a 7 sementes/metro li-
near; b) conidios pulverizados na superficie do solo desnudo
(solo descoberto exposte ao sol e chuva); ¢) conidios mistu-
rados nos 3cm superficiais do solo desnudo; d) testemunha sem
aplicacdo do fungo. Os tratamentos foram dispostos aleatoria-
mente em parcelas de 0,75 x 0,5m em 6 blocos ao acaso. Em cada
parcela aplicou-se 0,35g de conidios de Beauveria em 80ml de agua
destilada com Tween 0,1%.

As avaliacdes foram efetuadas aos 0, 9, 17, 24, 38, 45,
52, 59, 73, 80 e 94 dias apds aplicagdo do fungo. As amostras
de solo foram retiradas ao acaso dentro da parcela, nos 3cm su-
perficiais do solo no tratamento c e na superficie nos trata-
mentos a e b e testemunha. No laboratério foram pesadas 10g de
solo de cada repetigdo dos tratamentos, fazendo-se em seguida
diluicbes decimais e plagueando-se em meio seletivo de Heck mo-
dificado (LINGG & DONALDSON, 1981), como descrito para os ex-
perimentos em condigdes controladas. Foi também efetuada uma
avaliagdo de microrganismos em solo com e sem plantas, em 3 re-
petigdes.

Para as analises estatisticas dos resultados, utilizaram-
se a analise de variancia e teste Tukey a 5% paracadaavalia-
cdo. A persisténcia do fungo em condigdes controladas e a cam-
po foi também avaliada graficamente, através de curvas de so-
brevivéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAD

Experimentos em condicoes controladas

- Efeito da temperatura, saturagdo de agua e autoclavagem do
solo

A persisténcia de conidios de B. bassiana no solo, nos tes-
tes de laboratdrio, foi grandemente afetada pela temperatura
e nivel de saturacao de agua no solo, mas independente da au-
toclavagem. No solo com 25% de saturacdao de agua, haviam mais
UFC no solo mantido a 17 ou 24°9C do gue em solo mantido a 30°C
(Fig. 1). Nessas temperaturas mais baixas houve geralmente, um
aumento nonumero de UFC na terceira data de amostragem (24 dias)
(Fig. 1A-NA 25%). Entretanto, em solo nao autoclavado mantido
a 17°9C houve aumento nas UFC nos 52 dias. Neste tratamento, ©
nGmero médio de UFC/g de solo alcangou 2,1 X 106 e foi signi-
ficativamente diferente de 1,5 x 10° (dms=49,5) obtido em solo



74 QUINTELA et alii

autoclavado na mesma temperatura aos 52 dias (Fig. 1.NA e A25%).
0 declinio no nimero de UFC, foi substancialmente menor em so-
lo nac autoclavado mantido a 24°C que em solo autoclavado na
mesma temperatura. No solo mantido a 30°C, o numero de UFC di-
minuiu em relacao as épocas de amostragens (Fig. 1A-NA 25%).

As razOes para o aparente aumento na gquantidade de B. Bas-
siana recuperado do solo em relacgaocao inicio do experimento nac
sdo conhecidas. Provavelmente o aumento & resultado do cresci-
mento saprofitico e esporulagao de Beauveric em peguenas par-
ticulas de plantas, embora isto nao tenha sido diretamente obser-
vado (Fig. 1). Alguns estudos relatam a possibilidade de desen-
desenvolvimento de deuteromicetos em pedagos de plantae no solo
(OLIVEIKA, 1979; LINGG & DONALDSON, 1981; FARGUES & ROBERT, 1985;
ALVES, 1986). Varios autores tem mencionado germinagao e cres-
cimento de B. bassiana em solo esterilizado, e inibicao em solo
ou extrato de solo nao autoclavado. LINGG & DONALDSON (1981)
reportaram crescimento e esporulagao de B. bassiana em solo es-
terilizado suplementado com nutrientes, mas nenhum crescimen-
to em solo similarmente complementado e nao esterilizado. Se-
melhantemente, HUBER (1958) descobriu que B. bassiana germinou
em solo de jardim autoclavado, mas nac em solo nao esterili-
zado, e CLERK (1969) relatou que a esterilizacdo de extratos
do sclo reduziu inibigao na germinacao. A microflora do solo
testado talvez seja mais favoravel a germinacao e crescimento
saprofitico de B. bagssiana que a microflora de solose clima tem-
perado usado pelos autores mencionados. Existe também a possi-
bilidade de que o ambiente no solo tenha favorecido a fragmen-
tagdo de agregados de conidios ou aumentando a sua germinacao,
resultando em elevada contagem nas UFC.

No tratamento com 75% da saturacadao de agua, ndao houve au-
mento no numero de UFC de Beguveric em relacao a contagem ini-
cial, durante o periodo de incubacdo (Fig. 1). A persisténcia
dos propagulos nestes tratamentos também foi maior a 17°9C e me-
nor a 30°9C. Ao contrario dos resultados obtidos em solo a 25%
de saturacao, a sobrevivéncia de Beauveria a 17°C foi estatis-
ticamente superior em solo autoclavado do que em solo nao au-
toclavado. Este resultado sugere que conteudomaior de agua foi
mais favoravel a certos microorganismos competidores ou ini-
bidores. A tendéncia do aumento de Beauveria nas temperaturas e
conteido de agua mais baixos esta de acordo com os resultados
obtidos por LINGG E DONALDSON (1981).

Interagao com outros microrganismos do solo

Ao avaliar a presenca de microorganismo no solo, alguns
fatos sao evidenciados nos resultados de contagem de colonias
de fungos, bactérias, actinomicetos, com possivel influéncia
na sobrevivéncia de B. bassigna. O numero de UFC de Beauveria em
solo nao autoclavadoa 25% de saturacdo foi significativamente
mais alto gque em solo autoclavado apos 52 dias (Fig. 1 NA-A
25%) . Provavelmente tenha ocorrido 1liberacao de substancias
inibidoras de Beauverio devido ao aumento de outros microorga-
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nismos gque nao Beauveria. No tratamento com 25% de saturacao e
24°9C, houve um aumento no numero de UFC de outros fungos que
nao Beouveria e actinomicetos na avaliacao do 522 dia em solo
autoclavado, com B. bassiana (Fig. 2 AB). Em solo ndo autocla-
vado com B. bassiana, o numero de coldnias de bactérias e acti
nomicetos diminuiu durante este periodo, enguanto a quantida-
de de outros fungos gque ndo Beguveria permaneceu essencialmen-
te estavel (Fig. 2NAB).

0 menor numero de coldnias de bactérias e actinomicetos
em solo autoclavado com B. bassigna sugere inibigao por substan-
cias antibioticas produzidas por este fungo (Fig. 2-A e AB).
Isto também indica que de fato Beaguveria multiplicou-se durante
as primeiras semanas do experimento. Existe também evidéncia
de inibigdo de bactérias por Beauveria em solo nao autoclavado
a partir do 382 dia. (Fig. 2-NAB)

De forma geral, solo autoclavado manteve muito maior nu-
mero de microrganismos que solo nao autoclavado, provavelmente
devido a falta de competigao neste solo, pois na autoclavagem
foram eliminados todos os microrganismos e aqueles que conta-
minaram o solo posteriormente, nao tiveram competidores, e pu-
deram desenvolver-se livremente.

Outros fungos que nao Beauverioc permaneceram praticamente
constante em ambos os solos (Fig. 2). Em solo autoclavado, o©
nimero de UFC permaneceu levemente alto e estavel na ausencia
de B. bassiana e aumentou em cada avaliacdo até os 52 dias na pre-
senca de B. bassiona (Fig. 2A e AB). Como para bactéria e acti-
nomicetos, isto sugere inibi¢do na multiplicagao devido a B.
bassiana.

Experimento de campo

Aplicacdo de conidios de B. bassiona na superficie do solo
com cobertura de plantas de caupi resultouenlumamalorper51s-
téncia do fungo do que aplicagao na superficie do solo o mis-
turado nos primeiros 3 cm do solo (Fig. 3). A concentragao ini-
cial mais baixa de B. bassigng no Gltimo tratamento & um refle-
xo do método de amostragem. Para amostrar a area emaue foiapli-
cado o fungo para este tratamento, amostras foram tomadas a uma
profundidade maior e em uma menor area superficial. Isto fezcom
gue a amostra fosse mais diluida neste tratamento em relacao
aos outros dois testados. Inicialmente, o declinio foimais ra-
pido nas aplicacdes na superficie do que a mistura do fungono
solo. A ocorréncia de umachuvapesadadurante(aintervaloentre
a aplicacao do fungo e a prlmelra amostragem, aos 9 dias, pro-
vavelmente causou a remocaoc dos conidios da superficie do so-
lo e também o movimento destes para camadas inferiores do solo
(Fig. 4). Na avaliacao aos 38 dias, o namero médio de UFC nos
dois tratamentos sem plantas de caupi caiu a valores signifi-
cativamente abaixo do tratamento com plantas de caupi (P < 0,05)
(dms = 6,9). Esta diferenca estatistica foi mantida até a 4l-
tima avaliagao aos 94 dias. O tipo de aplicagao de B. bassiana,
na superf1c19 ou misturado ao solo nao foi Slgnlflcatlvo nas
11 avaliacgdes, indicando que o modo de aplicagao nao interfe-
riu na sobrevivéncia do fungo no solo.
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A diferenga na persisténcia do fungo com cobertura de plan-
tas com relacao ao solo desnudo pode ser atribuido em parte a
protecdo da radiacdo solar e chuva proporcionado pela folha-
gem. A mistura do indoculo nos trés cmno solo também proporcio-
nou alguma protecao destes fatores, mas altas temperaturas fo-
ram obtidas nas camadas mais superficiais do solo desnudo. Na
estagao agrometeorolégica perto do campo experimental, tempe-
raturas acima de 35°C foram registradas varias vezes, em solo
descoberto durante o desenvolvimento do experimento, enquanto
temperaturas em solo coberto com grama nao excedeu 28°9C (Fig.
4) . Em adicao, a umidade & muito mais alta no solo abaixo da
superficie do que na superficie, onde a perda de agua ocorre
mais rapidamente. Como indicado pelos resultados dos testes de
laboratorio e os de LINGG & DONALDSON (1981), esta umidademais
alta pode ter tido um efeito negativo na sobrevivéncia do pro-
pagulo. A avaliacdo do numero de microrganismos em solo com e
sem plantas de caupi ndo foi significativa para bactérias, fun-
gos e actinomicetos.

Um més apds aplicacdo de B. bassiana no solo, grande nimero
de UFC estavam ainda presentes em todos os tratamentos. Seria
importante investigar o impacto desse residuo sobre a praga e
um intervalo apropriado para reaplicacgao.

CONCLUSDES

- A sobrevivéncia de conidios de Beauveria bassiana no solo
diminui guanto mais elevada a temperatura e percentagemde sa-
turacao de agua no solo.

- Beauveria bassiana inibe o crescimento de bactérias e ac-
tinomicetos no solo.

- Solos com plantas de caupi propiciam maior protecdo a
B. bassiana que solos desnudos.

- Conidios de B. bassianc misturados na camada superficial
até os trés cm de solo desnudo ndo sobrevivem mais tempo que
conidios aplicados na superficie do solo exposto.
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FIGURA 1 - Unidades formadoras de coldnias x 104 de Beauveria bassiana en
solo autoclavado (A) e nao autoclavado (NA) em diferentes tem-
peraturas e saturacoes de agua no solo de 25 e 75%7. CNPAF, Go-
iania, GO. 1986.
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FIGURA 2. Nimero de colonias de bactérias, actinomicetos e fungospor grama
de solo autoclavado (A) e nao autoclavado (NA) com (AB e NAB) e
sem Beauveria bassiana mantido a 24 % 19C e 257 da saturacao deagua,
em varios periodos de amostragem. CNPAF, Goiania, GO. 1986.
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FIGURA 3 - Nimero de colonias de 8. bassiana por grama de solo, aplicado na
superficie em solo com planta (———), aplicado na superficie
em solo desnude (---) misturado aosolodesnudo (-..-) e sem apli-
cagao (-.-). CNPAF, Guiania, GO. 1986.
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FIGURA 4 - Precipitacao pluviométrica, radiacao solar e temperatura a pro-
fundidade de 5 cm em solo gramado (area hachuriada) e solo des-
nudo, no periodo de 05 de fevereiro a 31 de maio de 1986. CNPAF,
Goiania, GOD. 1986.
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