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Populacdo de Metarhizium anisopliae em diferentestipos e graus de compactacao do solo

Metarhizium anisopliae population in differentssoil typesand compactnessdegr ees

LourencoMauricioLanza® Antonio CarlosMonteire® EuclidesBragaMalheiros®

RESUMO

Este trabalho objetivou investigar a influéncia
do tipo e compactacéo do solo na sobrevivéncia do fungo
Metarhizium anisopliae. A sobrevivéncia do fungo foi
determinada em quatro tipos de solos: Latossolo Vermelho
textura argilosa, Latossolo Vermelho textura média, Argissolo
Vermelho Amarelo textura arenosa média e Argissolo Vermelho
Amarelo textura areno-argilosa, com maior teor de matéria
organica. Para determinar o efeito da compactagéo na
sobrevivéncia do fungo usaram-se os trés primeiros tipos de
solos nas densidades de 1,12, 1,32, 1,50g cm?®; 1,22, 1,44,
1,659 cm®; 1,30, 1,50, 1,70g cm®, respectivamente. Por meio
da contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) em
placas de Petri, fizeram-se avaliag6es da sobrevivéncia do
fungo, ap6s zero, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 dias de incubacdo
a 27 £ 1°C. Houve influéncia significativa do tipo de solo e do
grau de compactagdo na sobrevivéncia do fungo, obtendo-
se maior quantidade de UFC no solo textura areno-argilosa.
Entre os demais solos, a maior sobrevivéncia ocorreu no solo
textura arenosa e a menor no solo textura argilosa. O efeito
da compactacgéo foi significativo para o tipo de solo, exceto
no solo textura arenosa. Independentemente do tipo de solo,
a maior sobrevivéncia foi observada nos valores médios de
densidade. A compactacdo teve maior impacto no solo textura
média, onde ocorreu queda mais acentuada na quantidade
de UFC em todas as densidades.

Palavras-chave: controle bioldgico, controle microbiano,
ecologia, fungo entomopatogénico.

ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the effect of
different soil types and compactness on Metarhizium
anisopliae survival. The fungus survivorship was determined
in four soil types: Red Latosol with clay texture, Red Latosol
with medium texture, Red Yellow Podzolic with medium sand
texture and Red Yellow Podzolic with sand-clay texture, with
higher amount of organic material. To determine the effect of
compactness on fungus survival the first three soil types were

used with the following densities, respectively: 1.12, 1.32,
1.50g cm?®; 1.22, 1.44, 1.65g cm®; 1.30, 1.50, 1.70g cm.
The fungus survivorship was evaluated at zero, 20, 40, 60,
80, 100, 120 days of incubation at 27 + 1°C, through colony
forming units (CFU), in Petri dishes. There was significant
effect of the soil type and compactness on the survival of the
fungus. Survival was greater in the soil with sand-clay texture
and high number of CFU was observed in sandy soil compared
with medium texture and clay soil. A significant effect of
compactness was verified for the soil type, but not for the
medium sand texture soil. Despite the soil type, the fungus
survivorship was greater when the soil compactness was at
the medium density values. The effect of compactness was
most effective in the medium texture soil, in which the fungus
survival was lower in all densities.

Key words: biological control, ecology, entomopathogenic
fungus, microbial control.

INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos exercem a
funcdo de controle de insetos em ambientes naturais e
ecossstemas agricolas, ocupando um lugar relevante na
manutencdo do equilibrio ecolégico. Nos Ultimos anos, 0
Seu uso vem e intensificando, com vantagens em muitas
Situagdes, em subtitui cdo aosprodutasquimicos(PEREIRA
et d.,1998). Estudos ecol dgicos envolvendo estes agentes
de controle focdizam-se em dois aspectos. 0 primeiro sSo
os fatores ambientais e biol 6gicos que afetam ainteracéo
inssto-hospedeiro, e 0 segundo refere-se a parssténcia e
estabilidade dos patdgenos apos a introdugdo em um
ecossstema. Ambos os tipos de estudos tém envolvido
traba hosredlizadosem laboratdrio ecampo parainvestigar
a influéncia do tipo de solo, umidade, temperatura, luz,
competicdo e produtos quimicos (RATH et al., 1992).
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O solo é o reservatdrio natural de fungos
que infectam insetos. Estes fungos tém sua
estabilidade influenciada tanto por fatores bidticos
como abi6ticos do ambiente. A fungistase é apontada
como um importante fator limitante dasobrevivénciae
a microbiota do solo tem sido relatada por véarios
autores como um dos principai s agentes que afetam a
sobrevivénciadosfungos (LINGG & DONALDSON,
1981; SHIELDSetd., 1981; SHARAPOV & KALVISH,
1984; GRODEN & LOCKWOOD, 1991).

A sobrevivéncia do fungo depende
primariamente da temperatura e contetido de &gua. A
temperaturaideal do solo paraapersisténciadefungos
entomopatogéni cos variaamplamente de acordo com
a linhagem do fungo, tipo de solo, umidade e
antagonistas. Temperaturas baixas ou medianas e
valoresintermediarios de saturacao do solo favorecem
a sobrevivéncia dos conidios (LINGG &
DONALDSON, 1981), enquanto altastemperaturase
teores de saturac&o elevados reduzem asobrevivéncia
(STUDDERT & KAYA, 1990).

Os solos séo classificados de acordo com
atributos morfologicos, fisicos, quimicos e
mineral 6gicos (PRADO, 2001). Fatorescomotipode
solo, grau de compactacdo, pH, textura, etc, podem
exercer efeito significativo na sobrevivéncia dos
conidios. O ambiente do solo pode ser visto como
um ecossi stema extremamente complexo envolvendo
e interferindo com as interagcdes primérias entre
insetos hospedeiros e patdégenos flngicos, ou pode
ser visto como um ecossistemasimples e estavel que
abriga a interacao patdégeno-hospedeiro (RATH,
2002).

Raizes de plantas e microrganismos
vivem em poros em solo contendo agua e gases
(RATH, 2002). Solos bem estruturados, com
agregados estaveis e poros com tamanhos
diversos sdo requeridos para uma boa atividade
microbiana, retengdo de 4gua e penetracao das
raizes (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). Alteragdes
na estrutura do solo podem tornar o ambiente
menos favoravel para a atividade biolégica de
microrganismos. Segundo GROHMANN (1972),
camadas compactadas e adensadas constituem
um impedimento fisico ao desenvolvimento do
sistema radicular e restricdo ao movimento da
agua e do ar ao longo do perfil do solo.

Osfatores que podem atuar nas popul agdes
de fungos entomopatogénicos no sol o necessitam ser
melhor conhecidos. O presente trabalho objetivou
estudar ainfluénciado tipo e do grau de compactacéo
do solo na sobrevivéncia do fungo Metarhizium
anisopliae.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-seoisolado E9 de Metarhizium
anisopliae, obtido de Deois flavopicta (cigarrinha-
das-pastagens) e mantido em cultura estoque a 4°C,
em tubo de ensaio contendo meio de batata-dextrose-
agar (BDA) inclinado. O isoladofoi cultivado em placas
dePetri comBDA e mantidoemBOD a27 + 0,5°C, por
15 dias. As suspensdes de conidios foram
padronizadasem 2,0 x 107 conidiosmL ™ e preparadas
por transferénciade esporos dasuperficie de col6nias
rejuvenesci das paratubos contendo umamistura(1:1)
de solucdo salinade NaCl a0,89% (p/v) e solugdo de
Tween 80® a0,1% (v/v). A contagem de conidios foi
feitaem cAmarade Neubauer.

Os solos foram coletados entre janeiro e
abril de 2002, na profundidade de 0 a20cm, em matas
de preservacdo ambiental, existentes em propriedades
agricolas do municipio de Jaboticabal ou préximo
deste. Depois de secos em temperaturaambiente, foram
destorroados, peneirados em malha de 1mm e
armazenados em sacos de plastico até a utilizagdo. A
andlise de suas caracteristicas fisicas e quimicas foi
realizada no laboratdrio do Departamento de Solos e
Adubos da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterindrias da Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal, SP. A capacidade de saturacdo de cada
tipo de solo foi determinada antes de cada ensaio.

Os ensaios foram sempre realizados com
cinco placas de Petri (repeticOes) por tratamento,
contendo, cada placa, 80g de solo. Dois palitos de
madeira foram fixados, com fita adesiva, em toda a
extensdo dafaceinternadatampadaplacaparafacilitar
as trocas gasosas. Apo6s pesadas, as placas foram
envoltas em conjunto detrés com duplafolhade papel
e autoclavadas a 121°C e 1Kgf cm? durante 60min.
Apbs a autoclavagem, o papel foi trocado quando
necessario.

Depoisde autoclavados, os solosreceberam,
em ambiente asséptico, &gua destilada esterilizada em
quantidade suficiente para atingir 65% de saturacgo.
ApOs repouso por 3h para estabilizagdo, o solo foi
inoculado com 2 mL de umasuspensdo de 2,0 x 107con.
mL 2, distribuidapor todaasuperficie do mesmo.

Durante os ensai 0s, 0s sol os permaneceram
a 27 + 1°C, no escuro. Recipientes com agua foram
colocadosno interior daestufa, paramanter o ambiente
Uumido. Semanalmente, as placas foram pesadas e,
considerando o pesoinicial acrescido do peso daagua
usada para umidecimento e a contida no indculo, a
agua perdidafoi reposta.

As avaliagdes da sobrevivéncia do fungo
foram realizadas nostempos0, 20, 40, 60, 80, 100e 120
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diasdeincubagdo. Em cadaavaliaco, umaamostrade
1,0g de solo tmido, compostade 15 a 20 sub-amostras
colhidas na superficie de cada placa foi suspendida
em 9mL de solucgéo aquosade Tween 80° a0,1% (v/v).
A partir desta suspensdo inicial, fizeram-se diluicbes
seriadas, adequando-se o titulo das diluigdes decimais
em cada avaliag8o, de acordo com a perspectiva de
aumento ou reducdo da quantidade de UFC (Unidades
Formadoras de Col 6nias) no solo, em funcdo do tempo
de incubagc8o. Em seguida, semeou-se 0,1mL da
suspensdo em placas de Petri contendo 20mL do meio
de cultura de JOUSSIER & CATROUX (1976),
modificado pela supressdo do suco de vegetais e
oxgall. Paracadaamostrade solo, foram semeadastrés
placas de Petri das dilui¢des com maior expectativade
obter aquantidade de 30 a300UFC por placade Petri.
As placas foram mantidas em estufa a 27 £ 1°C, no
escuro, € o numero de UFC, em cada placa, foi
determinado até o 5° dia de incubacso.

No ensaio conduzido para avaliar o efeito
do tipo de solo, utilizaram-se: Latossolo Vermelho
texturaargilosa[53% de argila, 18% de silte, 29% de
areiae 3,5% de matériaorganica(M O)]), coletado em
propriedade agricola no Distrito de Lusitania,
Municipio de Jaboticabal, SP(21° 07 04" S; 48° 16 44”
W); Latossolo Vermelho texturamédia (27% deargila,
9% de silte, 64% de areia e 2% de M O), coletado
préximo ao cruzamento das rodovias SP 326 e SP 333,
Municipio de Jaboticabal, SP(21° 17 00” S; 48° 20 00”
W); Argissolo Vermelho Amarelo textura arenosa
meédia(15% deargila, 7% desilte, 78% deareiae 2,6%
de M O), coletado em propriedade agricola do
MunicipiodeMonteAlto, SP(21°21'02” S; 48°31 17"
W) e um Argissolo Vermelho Amarel o textura areno-
argilosa(com maior teor de matériaorganica) (12% de
argila, 17% de silte, 68% de areia e 4,9% de M O),
coletado no Horto Florestal Guarani, Municipio de
Praddpolis, SP(21° 26 02” S; 48°05 21”W).

No ensaio destinado a avaliagéo do efeito
da compactacéo, utilizaram-se os solos de textura
argilosa, média e arenosa média e trés graus de
compactacdo (baixa, média e alta), obtidos por
diferentes densidades. A menor densidade foi
determinada pela relacéo entre a massa do solo sem
compactacdo e o volume ocupado na placa; a maior
densidadefoi obtidapelamaximacompactacao do solo
obtida nas placas, nas condic¢fes do ensaio, e 0 volume
ocupado depois da compactacdo; a densidade média
foi determinada pela média entre a maior e a menor
densidade.

Os solos foram compactados, nas placas,
com o auxilio de um soquete e martelo, sendo
adicionada dgua destilada antes da compactagdo, em

quantidade suficiente para atingir 65% de saturac&o.
Para cada tipo de solo, as densidades obtidas foram:
1,12,1,32e1,50gcms; 1,22, 1,44 e1,659cm®; 1,30, 1,50
e1,70g cm paraos solos de texturaargilosa, médiae
arenosamédia, respectivamente.

ApGs autoclavagem, as placas foram
pesadas e a quantidade de &gua perdida foi reposta
com &gua esterilizada, considerando-se ainda a
necessidade de adi¢éo de 2mL deinéculo.

Os ensaios foram organizados segundo o
delineamentointeiramente casualisado (DIC). A andise
foi realizada através do teste F e as médias foram
comparadas pel o teste de Tukey a’5% de probabilidade
de erro. Para a execucdo das andlises utilizou-se 0
procedimento GLM do programa SAS, versio 6.12-2003.

RESULTADOS

Influéncia do tipo de solo

Otipo desoloinfluenciou significativamente
a sobrevivéncia do fungo. Verificou-se também
influéncia significativa (p<0,01) do tempo de
incubacdo, inclusive em relaco aos tipos de solo. O
solo detexturaareno-argilosafoi o que propiciou maior
sobrevivéncia do fungo, seguido do solo de textura
arenosa média. A menor quantidade de UFC foi
verificadanos solosdetexturaargilosaetexturameédia.
A populagéo do fungo aumentou nos sol os de textura
areno-argilosa, arenosamédia e de texturameédia, até
40 dias apds a inoculagdo; em seguida, verificou-se
umareducdo naquantidade de UFC obtidas, indicando
um declinio na sobrevivéncia até o 120° dia de
incubacdo. Excecéo a isso, observou-se no solo de
textura argilosa, cujo aumento da populagdo, mais
lento, ocorreu até o 80° dia de incubacéo, a partir do
qual também se observou um decréscimo na
sobrevivénciado fungo (Figural).

Efeito dacompactacdo

A sobrevivéncia do fungo foi influenciada
(p<0,01) pela interacdo entre o tipo e densidade do
solo e o tempo deincubagdo, indicando que o grau de
compactacdo podeter papel importante namanutencéo
do fungo no solo.

Independentemente do tipo de solo, o fungo
apresentou maior sobrevivéncia no grau de
compactacdo caracterizado por valores médios de
densidade. O fungo cresceu, nostréstipos de solo até
0 20° dia de incubac&o; em seguida ocorreu uma
reducéo na quantidade de UFC obtidas indicando
gueda na sobrevivéncia até o 120° dia de incubagéo
(Figura 2 A, B e C). Excegdo a esta tendéncia foi
observada no crescimento do fungo na densidade de

CiénciaRural, v.34, n.6, nov-dez, 2004.



1760

Lanzaet a.

UFC X 10"g de solo dmido”

Tempo (dias)

—@— Latossolo Vermelho textura argilosa

—i— Latossolo Vermelheo textura média

—&— Argissolo Vermelho Amarelo textura arenosa média
—3W— Argissolo Vermelho Amarelo textura areno-argilosa

60 80 100 120

Figura 1 - Efeito do tipo de solo na sobrevivéncia de Metarhizium anisopliae em funcéo do tempo. Figura construida com valores

ndo convertidos em logaritmo.

1,50g cm® no solo argiloso, que se manteve até o 80°
dia. Neste solo a sobrevivéncia do fungo, nas
densidades de 1,12 e 1,32g cm3, foi semelhante até o
60° diadeincubagdo, masapartir do 80° dia, adensidade
de 1,32 gcm® proporcionou mel hores condi¢oes para
asobrevivénciado fungo (Figura 2A).

O impacto da compactacdo foi mais
acentuado no solo textura média, onde se observou
gueda mais acentuada na sobrevivéncia do fungo em
todas as densidades. Neste solo, ndo houve diferencas
acentuadas que pudessem ser atribuidas ao fator
compactacdo, contudo amaior sobrevivénciaocorreu
nadensidade média(1,44g cnm®) (Figura2B).

DISCUSSAO

ApOs a inoculagdo de M. anisopliae nos
solos autoclavados, o crescimento saprofitico do
fungo foi rapido em todos os tipos de solo,
provavelmente com grande producdo de conidios, pela
auséncia de competidores e fécil utilizagdo dos
nutrientes minerais e matéria organica disponivel.
Contudo, este crescimento néo ocorreu de forma
homogénea evidenciando a influéncia dos tipos de
solo avaliados.

Osmaiores crescimentos foram observados
no solo de textura areno-argilosa com maior teor de

matéria organica (4,9%) e no solo de textura arenosa
média, mas com conteddo de matéria organica
relativamente baixo (2,6%). Devido ao fato de os solos
arenosos conterem proporcional mente grande
guantidade de poros médios e grandes (OLIVEIRA,
2001), possivelmente isso facilitou o crescimento
hifalico, permitindo exploragdo mais efetiva dos
recursos nutricionais e melhor troca gasosa, o que
contribuiu para o crescimento do fungo. No solo de
texturaareno-argilosa, o teor de matériaorganicafoi,
provavelmente, fator significativo para suportar o
crescimento. OLIVEIRA et al. (1981) relataram um
aumento gradual de propagulos de M. anisopliae em
solo esterilizado, emboratenhaocorrido umasensivel
reducdo populacional nos primeiros 15 dias apds a
inoculacgdo; os autores atribuiram esta reducao ao
periodo de adaptacéo do fungo ao substrato, mas este
efeito ndo foi observado em nossos ensaios.

No solo de textura argilosa, o crescimento
ocorreu deformamaislenta; apresencade maior teor de
argilareduz a porosidade e aumentaaretencéo de agua,
dificultando a aeracéo e extensdo hifélica, e por
consegiiéncia, aexploracdo nutriciona do solo. CORREA
& AZEVEDO (1986) verificaram que sol osargilososséo
menos eficazes que solos arenosos em manter a
viabilidade de conidios M. anisopliae. Segundo RATH
et a. (1992), o isolamento de M. anisopliae de solo
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Figura 2 - Efeito da densidade (d = g cm®) na sobrevivéncia de
Metarhizium anisopliae em trés tipos de solo e trés
graus de compactacdo. A: Latossolo Vermelho tex-
tura argilosa; B: Latossolo Vermelho textura média;
C: Argissolo Vermelho Amarelo textura arenosa
média. Figura construida com valores ndo converti-
dos em logaritmo.

argiloso foi mais freqiiente do que de outros tipos de
solo. Contudo, entre asquatro linhagensmaiscomumente
isoladas, apenas uma mostrou preferéncia por tipo de
solo, sendo mais isolada de solo argiloso.

Aposter colonizado 0 solo e provavel mente
esgotado as reservas nutricionais, observou-se

progressiva reducdo na sobrevivéncia do fungo.
Entretanto, esta reducdo ocorreu de modo similar em
todos os tipos de solos, ndo podendo ser atribuida a
nenhum fator edafico especifico. Segundo BIDOCHKA
et al. (1998), ha uma multiplicidade de fatores que
podem influenciar a sobrevivéncia de fungos
entomopatogénicos no solo mas, em geral, M.
anisopliae pode persistir neste ambiente por longos
periodos.

Os resultados obtidos neste trabalho
indicam que a compactacdo do solo influenciou no
desempenho de M. anisopliae, cujo crescimento e
sobrevivéncia foram favorecidos por valores
intermedi &rios de densi dade em todos ostipos de solo.

A compactacgdo, expressa por valores
crescentes de densidade, altera a estrutura do solo,
reduzindo o tamanho e abertura dos poros. Como
conseqiiéncia, restringem-se as trocas gasosas, com
a possibilidade de formagdo de bolsdes anaerdbios
(LYNCH, 1986), o contetido e disponibilidade de égua,
a circulacdo da solucdo do solo que disponibiliza
nutrientes, e até mesmo os espagos disponiveis para
o0 crescimento fingico.

Nas densidades médias, provavelmente
atingiu-se um equilibrio naquanti dade e tamanho dos
poros, permitindo otimizar as condic¢des para
crescimento e sobrevivénciado fungo. SOSA-GOMEZ
& MOSCARDI (1994) encontraram maior preval éncia
de Beauveria bassiana, M. anisopliae e
Paecilomyces spp em solo ndo submetido a aragao,
quando comparado a solo arado. Nas maiores
densidades, a possivel reducéo naporosidade do solo
estabel eceu condic¢Bes limitantes, como por exempl o,
reducdo da aeracdo e obstrugdo mecénica pela
diminuicdo dos espagos disponiveis para o
crescimento. CALLOT et al. (1996) relataram que
Beauveria brongniartii coloniza o solo através de
estruturas hifélicas (hyphasmata) semelhantes a
rizomorfas que se desenvolvem através de canais e
lacunas existentes no solo, principalmente quando o
solo esta compactado. Quando o solo estd mais
fragmentado, o micélio se expande por meio de finos
segmentos hifélicos. Nas menores densidades, o
aumento da porosidade, facilitando a perda de agua,
pode ter dificultado a mobilidade de nutrientes,
reduzindo sua disponibilidade para o fungo.

O efeito da compactacéo foi significativo
para os tipos de solo, exceto para o solo de textura
arenosameédia. No solo detexturaargilosae detextura
média, possivelmente o melhor equilibrio nas
proporcdes de argila e areia promoveu rearranjos
estruturais diferenciados em fungdo das diferentes
densidades, mas isso ndo ocorreu no solo de textura

CiénciaRural, v.34, n.6, nov-dez, 2004.



1762

Lanzaet a.

arenosa média onde a quantidade de areia grossa é
substancialmente maior do que ade argila.

CONCLUSOES

A sobrevivéncia de M. anisopliae é
influenciada pel o tipo e grau de compactacéo do solo,
sendo favorecidapel o solo com texturaareno-argilosa,
com maior teor de matériaorganicae émaior em solo
pouco compactado.
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