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Resumo
O controle da broca-da-erva-mateledypathes betulinyslimita-se ao emprego de praticas
silviculturais e catagdo manual dos insetos aduttés sendo permitido o uso de inseticidas quimicos
na cultura. Esta pesquisa teve por objetivos eearifa presen¢a natural Beauveria bassianao solo
de plantio em monocultura de erva-mate, detern@rmarsisténcia dB. bassianano solo apés duas e
trés aplicagdes do fungo e averiguar a influéneifatbres abidticos na estabilidade do fungo ne. sol
O estudo foi conduzido em um erval no municipioG#enpo Alegre, Santa Catarina, Brasil, onde
foram coletadas amostras de solo em duas areasaypaliacdo da presenca natural de inéculos do
fungo B. bassiana procedendo-se a contagem, isolamento e idem#ficaN&do foi detectada a
ocorréncia natural do fungo no solo em nenhumadd@as areas. Apos essa confirmagdo, foram
realizadas pulverizaces cdnbassianaem ambas as areas, sendo que em uma ocorrerara daas
outra trés aplicagbes. Apds a Ultima pulverizagcéalizada em fevereiro/2006, verificou-se que 0s
indculos do fungo persistiram por 90 dias na ama duas aplicacdes e 120 dias na area com trés
aplicacdes. A temperatura afetou a persisténcifumgo no solo em ambas as areas, mas a umidade
relativa ndo mostrou influéncia sobre os in6culbscampo.
Palavras-chaveBroca-da-erva-mate; controle bioldgico; epizadiimgo entomopatogénico.

Abstract
Persistence in soil of inoculum of Beauveria bassiased to control Hedypathes betulinus in yerba
maté plantation, llex paraguariensi€ontrol measures ofledypathes betulinuare restricted to
agricultural practices and hand picking of adudteicts. No chemical control is allowed in yerba maté
cultivation areas. The objectives of this reseandre to verify the natural occurrence of the
entomopathogenic fungugeauveria bassiana the soil of yerba maté in monoculture; to detiee
the persistence of inoculums in the soil after magibns of the fungus; and to evaluate the infagen
of abiotic factors on fungus stability in the sdihe soil samples were taken from two experimental
areas in a yerba maté plantation in the countyash@b Alegre, Santa Catarina, Brazil. The samples
were analyzed in order to count, isolate and ifembculums ofB. bassianaand other fungi. After
the confirmation thaB. bassianavas not present in the soil, a suspension of thgus was applied,
twice in one of the areas and three times in therotAfter the last application in February/200; t
inoculum persisted for 90 and 120 days, in the aigatwo and three applications, respectively. The
temperature affected the persistencB.dbassianan soil; however, the relative humidity did not.
Keywords Biological control; epizooty; entomopathogeniadus; wood borer.

INTRODUCAO

A erva-mate,llex paraguariensisSt.-Hil. (Aquifoliaceae), compde um dos sistemasektais
mais antigos e caracteristicos da regido Sul dsiBRENTEADOEet al.,2000). Entretanto a destrui¢cdo
dos ambientes naturais para formacéo de sistemafioagstais favoreceu o crescimento populacioeal d
insetos fit6fagos e a reducéo da densidade e die€les de inimigos naturais (DIAZ, 1997; IEDE, 1985;
LEITE et al.,2006a).
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O controle bioldgico de insetos com a utilizacaofuwlegos entomopatogénicos, parasitoides e
predadores € uma ferramenta eficaz no manejo adegle pragas, visando a manutencéo do equilibrio
ecolégico em ambientes naturais e ecossistemalgiBELLOWS, 2001; HEADRICK; GROEDEN,
2001; LANZAet al.,2004).

Diversos fungos entomopatogénicos tém sido emposgad controle bioldgico de pragas no
Brasil, em razdo de sua ampla distribuicdo geamgafvariedade de hospedeiros e ocorréncia em
condicdes naturais, enzodtica ou epizooticamentd VES; LECUONA, 1998). Dentre o0s
micoinseticidas existentes, os que apresentam iosnfib fungoBeauveria bassiangBals.) Vuill.
(Deuteromycota) como ingrediente ativo sdo muiibzatios e eficientes para o combate de diversas
pragas (DALZOTO; UHRY, 2009).

Em erva-mate foram realizados diversos estudosidisa controle bioldgico de pragas c&n
bassianae outros fungos entomopatogénicos, com resultpdaissores. Oliveirat al (2000) testaram
a patogenicidade de isolados He bassianaao acaro vermelho da erva-ma€@ljgonychus yothersi
(McGREGOR, 1914) (Acari: Tetranychidae), verificanque a mortalidade variou de 77 a 98% para
todos os isolados. Leitet al (2000) testaram em laboratério os fungds bassiana,Beauveria
brongniartii (Sacc.) Petch #etarhizium anisopliagMetsch.) Sorok. A cepa CG 714 & bassiana
apresentou mortalidade de 94 e 100% em campo. éiedke (2006b), em testes de campo com a mesma
cepa, formulada em duas concentracdes de Oleo iemad® e trés concentragbes de conidios,
verificaram que o formulado mais eficiente foi o cencentracdo ICconidios/mL e 0,5% de 6leo,
obtendo uma infectividade de 76% em adultosHeelypathes betulinuKLUG, 1825) (Coleoptera:
Cerambycidae). Dalla Santa (2009) ted@mauveriasp. para o controle das lagartas da erva-meliesia
caminaSchaus, 1920, e uma espéciegHytesiaHubner, 1820 (Lepidoptera: Saturniidae), em |atdoia,
obtendo mortalidade superior a 90 e 49%, respectutan

Para Alves (1998), o solo € o reservatério natoal fungos entomopatogénicos em campo, por
iSSO 0 sucesso do seu emprego em programas deleobtoldégico é condicionado a sua eficacia e
persisténcia nesse ambiente. Entretanto existearefabioticos e abibticos que podem ser resporsavei
pela sua persisténcia por periodos mais longosp @temperatura, umidade relativa (GUEREAal.,
2009; RATHet al.,1992; STUDDERT; KAYA, 1990) e presenca do hospedespecifico (KESSLER
et al, 2004).

Com base nessas consideracfes e visando ampiilieretivas para o controle bioldgicoltde
betulinuscom a utilizacdo do fungo entomopatogénRobassianaos objetivos deste trabalho foram
verificar a presenca natural d& bassianano solo de monocultura de erva-mate, determinar a
persisténcia de inéculos do fungo no solo apdsmuegerizacdo em campo e estabelecer possiveis
interacdes da presenca do fungo com fatores atmdtic

MATERIAL E METODOS

Local de coleta

Os trabalhos de campo foram realizados em duas dee8000 fhcada, ambas localizadas em
um plantio de 28 ha de monocultura de erva-matemuoaicipio de Campo Alegre, estado de Santa
Catarina (latitude de 26°11’ S, longitude 49°14’ \8m sete anos de implantacao.

O tipo climatico da regido, segundo classificac@dképpen, é Cfb — mesotérmico subtropical
umido, com verdes frescos, sem estacdo seca ereqoehtes geadas severas. Temperatura média anual
de 18,3 °C e precipitacdo média anual de aproximadtée 1500 mm/ano. Na localidade de estudo
predomina a classe de solo Cambissolo &lico, sgud® horizonte “A” nessa classe, na maior parte da
vezes, € proeminente e a textura € argilosa. Sé@s bastante suscetiveis a erosdo, em relevo forte
ondulado, e moderadamente susceptivel quando worélendulado ou suave ondulado (EMBRAPA,
1999).

Presenca natural deB. bassianano solo

Na primeira quinzena de novembro/2005 foi realizade amostragem do solo nas duas areas
(Al e A2) do plantio de erva-mate, para a veriffmada ocorréncia natural & bassiana

Para tanto, em cada uma das duas areas foram dadetaés amostras de solo, de
aproximadamente 50 g cada, a uma profundidade iaprda de 0-5 cm. As amostras foram conservadas
em geladeira por aproximadamente 18 horas, atéalizagdo das analises no Laboratério de
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Microbiologia e Biologia Molecular (LabMicro) do partamento de Patologia Bésica da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

Cada amostra foi dividida em trés subamostrasnpéisaninimizar a heterogeneidade no solo de
cada uma das areas. Para o isolamento dos fungpesgou-se a técnica de diluicdo sucessiva (CLARK,
1965), utilizando-se 10 g de solo umido previamgrgreirado em malha de 2 mm e transferido para
frascos de vidro contendo 90 mL de solucdo salN&C( a 0,9%) com pérolas de vidro (5-6 mm de
diametro), agitadas por 20 minutos em agitador ¢p@f). Dessa diluicdo, 1 mL foi acrescido a 9 mL de
4gua destilada esterilizada, obtendo-se a diluigid (. Repetiu-se esse procedimento para se obter a
diluicdo 16. Das diluicbes 10e 16 retirou-se 0,1 mL, que foi colocado em placa d&iRentendo
20 mL do meio batata dextrose &gar (BDA), acresdel@streptomicina (0,03 g/L), em trés repeticdes
por diluicdo. As placas foram inoculadas e incubaaa BOD a 26+1 °C.

As unidades formadoras de colbénias (UFCBdéassiandoram isoladas em BDA, incubadas a
25+1 °C por 10 dias. ApOs o crescimento, os isaddoam mantidos sob refrigeracdo a 4 °C. Para a
identificacdo dos isolados, foram utilizados ciit@mmacro e micromorfolégicos, utilizando-se o Migto
de Cultura em Lamina ou Microcultivo (KERN; BLEVIN$999) e chaves de identificacdo especificas
(ALVES, 1998; KONEMAN et al., 2006). As laminas foram fixadas em lactofenol derman e
analisadas ao microscépio éptico, sob aumento @r. 10

Selec¢édo e aplicacdo do fungd. bassianam campo

A cepa deB. bassianautilizada no estudo foi isolada a partir de adutteH. betulinuscoletados
em campo (LEITEet al, 2000) e esta catalogada na colecdo da Embrapard®e Genéticos
(CENARGEM, Brasilia, DF) sob o cédigo CG 716. Odurfoi formulado em 6leo emulsionavel a 0,5%
na concentracéo de 1€onidios/mL (LEITEet al.,2003).

As aplicacbes do fungo iniciaram na segunda quanziennovembro/2005, visando o0 manejo do
inseto H. betulinus nas duas areas, sendo que na &rea 1 (Al) as céglicdoram feitas em
novembro/2005 e fevereiro/2006, e na area 2 (A2),nevembro/2005, janeiro e fevereiro/2006. Esse
cronograma foi baseado no ciclo biolégico do insetsando a potencializagdo do patégeno para o
controle do inseto. Assim, as aplicac6es ocorreranmicio da emergéncia dos adultos (novembro)se no
periodos de maior ocorréncia da praga em campeilfaa fevereiro) (BORGES, 2007; SOARES, 1998).

A metodologia utilizada foi a aplicacdo do fungarcpulverizador costal, no tronco de todas as
erveiras de cada uma das areas (aproximadamentmll%® produto/planta) (LEITEt al.,2006b). O
horario de aplicacédo foi o vespertino (entre 178eh}), pois os efeitos da radiacdo ultravioleta (UV)
reduzem a eficiéncia do fungo no campo (BRA&AL, 2001).

Persisténcia de indculo8. bassianao solo

As coletas para verificacdo da persisténcia dodumg solo, nas duas areas, foram realizadas
mensalmente entre os meses de dezembro/2005 e@@O06, totalizando 11 coletas. A metodologia de
coleta do solo nas areas foi a mesma descritai@mente.

Avaliacdo de possiveis interacdes d& bassianacom fatores abiéticos

Os dados obtidos a partir do isolamento das caéued. bassiandoram submetidos a analise
estatistica pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%, parificar se a diferenca observada entre as #oeas
significativa. Realizou-se a andlise de correlagéoPearson para comparar o nimero de coldnias do
fungo com a temperatura média e a umidade rela@@isalados meteorolégicos foram obtidos da Empresa
Modo Battistella Indistria e Comércio S.A., na lazde de Rio Negrinho, SC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia natural de B. bassianano solo

Né&o foi constatada a ocorrénciaBlebassianeem amostras de solo em nenhuma das duas éareas.
Corroborando esse resultado, a presenca naturse di@sgo néo foi verificada em solo ou rizosfera de
ambientes agricolas e florestais, como o girasSAVALCANTI et al, 2003), cana-de-acUcar
(SANTOS et al, 1989), tomate (SILVAet al, 1990), soja e algodao (CARVALHO, 2008), goiaba
(SILVERIO, 2007), uva-do-jap&o (PRADE al, 2006) e citros (PRADEt al, 2007). Em levantamentos
da diversidade flngica realizados em diversos tsopnasileiros, como a Caatinga (COS@&tal.,2006;
SIMOES; TAUK-TORNISIELQ 2006), Cerrado (CARVALHO, 2008) e Mata Atlantic& ARLIPP,
1995; TAUK-TORNISIELOet al, 2005), esse patégeno também néo foi encontrado.
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Entretanto, segundo Alves (1998), Boucias; Pend(@9888) e Quesada-Moraga al. (2007),
esse fungo possui ampla distribuicdo geograficazepfrte da flora microbiana do solo, podendo ser
isolado, principalmente, em ambientes naturais eBra-mate foram registradas epizootias naturaisedes
fungo emH. betulinuspor Soare®t al. (1995) e Silvaet al. (1998), no municipio de Ivai, PR. Soares;
lede (1997) inferiram qu®. bassianapode ocorrer naturalmente em ervais estremesgando sua
adaptacado ao ecossistema modificado.

Persisténcia de indculo8. bassianano solo

Apés a Ultima aplicacéo d& bassianano tronco das arvores nas duas areas, em feveit
observou-se que a persisténcia do fungo no soldg@proximadamente 90 dias na area 1 (Al) e 120
dias na area 2 (A2), ambos na concentrac&ocafidios/mL (Figura 1). No teste de comparacéo de
médias com o nimero de colbnias nas duas aredsngmw de todo o periodo experimental, verificou-se
que estas nao diferiram entre si (Tabela 1).
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Figura 1. NGmero de unidades formadoras de colate®s bassiandUFC/g) x 1Gisoladas do solo em
areas de povoamento puro de erva-mate, com retag@operatura média e umidade relativa,
no municipio de Campo Alegre, SC, Brasil, de dezef@005 a outubro/2006. Areas: Al -
com duas aplica¢des do formulado flngico; A2 - ¢xdm aplicagbes.

Figure 1. Number of colony forming unities Bf bassiangCFU/g) x 1@ isolated from soil of areas of
cultivation of yerba mate, related to mean tempeeaaind relative humidity in the county of
Campo Alegre, SC, Brazil, from December/2005 to obet/2006. Areas: Al - two
applications of the fungus formulation; and A2 reia applications of the fungus.

Tabela 1. Numero total e médio de unidades fornsmde coldnias dB. bassiana(UFC/g) x 16
isoladas do solo em &reas de povoamento puro denate nas areas Al (com duas aplicacdes
do formulado fungico) e A2 (com trés aplicacdes)municipio de Campo Alegre, SC, Brasil,
de dezembro/2005 a outubro/2006.

Table 1. Total and mean number of colony formingiem of B. bassiangCFU/g) x 1§ isolated from
soil of areas of cultivation of yerba mate in are®k (two applications of the fungus
formulation) and A2 (three applications of the fusy in the county of Campo Alegre, SC,
Brazil, from December/2005 to October/2006.

Areas Numero total de UFC Numero médio de UFC
Al 217 a 33,16 21,48
A2 237 a 33,85 22,05

*Notas seguidas de letras diferentes diferem enprels teste de Tukey ao nivel de 5%.

A concentracdo de conidios recuperada do solodues areas, provavelmente pode atuar como
fonte de inéculo do fungo, causando infeccdo nésiro. Essa hipétese é corroborada por Alves;
Lecuona (1998), que relataram que® Ibnidios/inseto deB. bassianasdo capazes de provocar
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mortalidade enAnthomonus grandiBoheman, 1843 (Coleoptera: Curculionidae). Aléssdlj Oliveira

et al. (2008) verificaram alteracdes significativas naldgia reprodutiva deDiatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) infeosad@omB. bassianaa partir da concentracédo *10
conidios/mL, resultando em queda no ritmo de cmescio da populacdo e originando geracbes com
menos individuos.

A partir dos meses de junho e julho/2006, a auaédei in6culo no solo pode ter sido
influenciada pela reducdo dos niveis populaciodaisdultos déd. betulinusem campo, relatado por
Borges (2007). Walstaet al,, citados por Guerrat al. (2009),consideram improvavel o crescimento de
B. bassianaem abundancia como saprobio no solo, uma vez gdesenvolvimento do seu ciclo
biologico também depende de uma fase parasitaridnaspedeiro. Assim, a relagdo estreita entre
patégeno—hospedeiro leva a um controle mutuo, espra@a flutuagdo da populagdo do hospedeiro
(GAUGLERet al, 1989; KELLER; ZIMMERMANN, 1989; STORE¥t al, 1989), podendo, contudo, o
patégeno continuar presente em baixos niveis mo(K@ELLER et al.,2003).

Avaliacdo de possiveis interacdes d& bassianacom fatores abiéticos

A correlacdo entre o numero de colbnias Rlebassianarecuperadas no solo com fatores
abidticos indica que a temperatura média (que watti® 13,5 a 23,2C) influenciou na persisténcia do
fungo, ndo sendo afetada, porém, pela umidadevee(d@abela 2).

Para Quintela (1986), a temperatura € um dos fatue mais compromete a persisténci®@de
bassianaem condi¢cdes de campo. Alves; Lecuona (1998) boreon essa informagéo e afirmam que
esse fungo apresenta uma faixa 6tima de desenwattirma temperatura entre 23 e °2% podendo
suportar temperaturas de até°@5 Lingg; Donaldson (1981) avaliaram a sobrevivémigB. bassianano
solo e verificaram que ela foi primariamente degenel da temperatura e do conteddo da agua, pois 0s
esporos mantidos em altas temperaturas ndo foraupesdos em nenhuma das umidades testadas.

No presente estudo, a umidade relativa ndo se epoes como fator primordial para a
persisténcia do fungo no solo (Tabela 2), porém &#® pode estar relacionado a pequena variagdo da
umidade ao longo do periodo experimental, com maelia5,5% (variando entre 71 e 80%). Para Alves;
Lecuona (1998), a umidade desempenha um imporpeagtel para o patégeno, sendo essencial para as
fases de disseminacéo, germinacdo e penetracdimjtante para a reproducdo de alguns patégenos,
sendo considerada tdo importante quanto a tempar&ntretanto, para esses autores, a umidadevaelat
que esta presente sobre os insetos ou nos locdésedes vivem (nivel microclimético) pode ser mais
importante para a ocorréncia da doenga quando cadgaom a umidade relativa atmosférica (nivel
macroclimatico).

Tabela 2. Correlagao do numero de col6niaB.deassianaom os fatores abidticos temperatura média e
umidade relativa nas areas Al (duas aplicacbesmaufado fungico) e A2 (trés aplicagées),
no municipio de Campo Alegre, SC, Brasil, de dezef@005 a outubro/2006.

Table 2. Correlation between the number of colomé®. bassianawith the abiotic factors mean
temperature and relative humidity for areas Al (applications of the fungus formulation)
and A2 (three applications of the fungus), in thenrty of Campo Alegre, SC, Brazil, from
December/2005 to October/2006.

Fatores climaticos Al A2
Temperatura médidQ) r=0,70* r=0,79*
Umidade relativa (%) r=0,03 r=-0,27

* Valor de r maior que 0,7 indica forte correlagéo.
CONCLUSOES

« Nao se constatou a ocorréncia naturaBdbassiana&m solo de erval em Campo Alegre, SC.

e Apls a Ultima pulverizacdo do formulado fangico, mé&s de fevereiro/2006, foram detectados
in6culos deB. bassianagque persistiram por 90 dias na area com duasagpks e 120 dias na area
com trés aplicacdes.

« A persisténcia do indculo em ambas as areas apoesenrrelacdo com a temperatura média.
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