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ABSTRACT

Effects of physical factors on the conidiogenesis and
survival of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill,within
cadavers of Cerotema arcuata (0livier, 1791)
(Coleoptera: Chrysomelidae).

Studies were conducted ot determine the effects of com-
bination of temperature (17,5 * 1, 24 + 1, and 30 £ 1°C) re-
lative humidity (R.H.) (59 £ 5, 72 + 4, 89 + 3, and 99 * 1%),
and concentrations of inoculum (0, 107, 10% and 10° conidia/
ml) on the conidiogenesis and survival of Beawveria bassiana
within cadavers of Cerotoma arcuata (Olivier, 1791). Conidio-
genesis was limited by high temperature and low R.H., and did
not occur at 30°C and 72 or 59% R.H.. Conidia production on
the insects was greatest at 24°C and not affected by the num-
ber of conidia applied. At 17,5°C and 72% R.H. the fungus in
70% of the cadavers retained the ability to conidiate for 60
days.
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RESUMO

Estudaram-se os efeitos de diferentes combinagdes de tem
peratura (17,5 + 1, 24 £ 1 e 30 * 19C) umidade relativa (59 + 5,
72 + 4, 89 + 3 e 99 * 1%) e concentragdes de inéculo (o,
107, 10%, 10? conidios/ml) na conidiogénese e sobrevivéncia de
Beauveria bassiana no interior de cadaveres de Cerotoma areua
ta (Olivier, 1791). A conidiogénese foi limitada por altas
temperaturas ou baixas umidades relativas, ndc ocorrendo a
30°C e a 59 ou 72% de umidade. A producdo de conidios sobre
o inseto foi maior a 24°C, sendo pouco influenciada pela con-
centracaoc de inéculo. A 17,5°C e 72% de umidade relativa o
fungo B. bassiana sobreviveu no interior de cadaveres de c.
arcuata por 60 dias.

INTRODUCAQ

A temperatura, umidade relativa e concentracao de indculo
sdo importantes fatores gue podem influenciar Beauveria bao-
gtana e outros fungos entomopatogénicos desde a germinacio a-
té a conidiogénese e sobrevivéncia de estruturas reprodutivas.
Entretanto, a maioria dos trabalhos trata do efeito isolado
de cada fator e evidenciam apenas a importancia da umidade re
lativa. Varios autores afirmam que o desenvolvimento micelial
externo e a conidiogénese de #. bassiane apods a morte do inse
to somente ocorre em niveis de umidade relativa proximos a sa
turacdo (SCHAERFFENBERG, 1964; ROBERTS & YENDOL, 1971; FER-
RON, 1977; RIBA & MARCANDIER, 1984; ALVES, 1486). RAMOSEKA
(1984) encontrou diferencas na producaoc de coridios de &, hae-
stana sobre cadaveres de EBligsus leucopterus em diferentes u—
midades relativas. O nimero médio de conidios por inseto foi
de 1,2 x 10° a 75% e 4,4 x 10° a 100% de umidade relativa.

Os efeitos da temperatura e da umidade relativa na longe
vidade de conidios de F. bassfana foram estudados por varios
autores (CLERK & MADELIN, 1965; RIBA & MARCANDIER, 1984; DAOUST
& PEREIRA, 1986). Entretanto, nenhum destes autores abordam

os efeitos destes fatores na sobrevivéncia de B. baseiarna no
interior do inseto recém-morto sob condigdes gue impedem a conidiogénese.

O presente trabalho foi desenvolvido com ocovjetivo de de
terminar os efeitos simultaneos de diferentes temperaturas, u-
midades relativas e concentracoes de indculo na conidiogénese
e sobrevivéncia de B. bassiana em cadaveres de (Ceroroma arcua

ta, um Iimportante desfolhador e vetor de viroses do feijdo e
caupi na América Latina.
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MATERIAL E METODOS

0 presente trabalho foi desenvolvido no Centro Nacional
de Pesguisa de Arroz e Feijdo (CNPAF) da Empresa Brasileirade
Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) em Goidnia (Goias-Brasil), en-
tre setembro de 1985 e abril de 1986.

Foi utilizado o isolado "CP-5" de Beauveria bassiana da
colegdao de entomopatogenos do CNPAF, obtido originalmente de
Cerotoma sp. no Estado do Amazonas e adultos de (Cerotoma ar-
cuata (2% e 3% geragao de Laboratorio) com 3 a 8 dias de ida-
de sob as seguintes condigdes em combinagdo:

a) Temperatura (©C): 17,5 + 1; 24,0 * 1 e 30,0 = 1.

b) Umidade Relativa (U.R.) (%): 59 + 5, 72 + 4, 89 + 3
e 99 = 1.,

c) Concentracao de B. bassiana (conidios/ml):0, 107, 10°%
e 10°%.

0 controle de temperatura foi feito utilizando-se estu-
fas incubadoras para BOD (marca FANEN) previamente reguladas
e com escotofase de 24 horas. Para a reqgulagem de U.R. foram
utilizados frascos de vidro com capacidade para quatro litros,
nos guais foram colocados 200 ml de agua destilada (99 + 1% de
U.R.) ou 200 ml de agua destilada saturada com os seguintes
sais para os demais niveis de U.R.:

a) Sulfato de potassio - K804 - P.A. - 25 g/200 ml de
dgua destilada para 89 * 3% de U.R.

b) Cloreto de s6édio - NaCl - P.A. - 55 g/200 ml de agua
destilada para 72 4% de U.R.

¢) Nitrato de magnésio - Mg(N)3),. 6 H30 - 350 g/200 ml
de agua destilada para 59 * 5% de U.R.

0 registro de temperatura de U.R. no interior das cama-
ras de controle de U.R. foi feito utilizando-se um termohigro
grafo eletronico (DATAPOD MODEL DP-200) programado para leitu—
ras a cada 30 minutos durante o periodo de duragao do experi-
mento.

0 fungo foi produzido em placas de Petri com meio de cul
tura BDA+Y (batata - 200g; destrose - 12g; agar - 22g e extra
to de levedura (Y) - 4g) completando o volume com agua para
1 litro de meio. O meio inoculado foi mantido a 26°C durante
15 dias, quando foi feita uma suspensao de conidios em  agua
estéril mais o espalhante Tween 80 (0,1% V/V). Essa suspensdo
foi quantificada em hemocitdmetro e através de diluigdo obti-
veram-se as diferentes concentragoes. A viabilidade dos coni-
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dics foi de 100%, sendo determinada através de teste de germi
nagao em BDA + Y a 26°C com leitura apos 20 horas.

Os insetos utilizados foram criados em laboratério sobre
folhas e plantulas de caupi (Vigna unguticulata)., Foram fei-
tos 48 tratamentos com guatro repetigGes de nove insetos e o
delineamento experimental foi inteiramente ac acaso. Cad§ gru
pc de nove insetos foi pulverizado com 0,5 ml de suspensao de
conidios e mantido em gaiola de arame telada. Em cada camara
de controle de U.R. foram colocadas quatro gaiolas com inse-
tos pulverizados com as diferentes concentragdes, fixadas a um
suporte de isopor com quatro faces de modo a evitar contato
entre as gaiolas.

O alimento (fatias de taiuid - Ceratosanthes hilarianag
Cogn. - Cucurbitaceae) foi trocado diariamente. Utilizou-se
este alimento por ser bem aceito pelos insetos e resistente ao
ressecamento em U.R. menores.

Apés 10 dias, guando a maioria dos insetos estava morta,
foi feita uma avaliacdo dos niveis de conidiogénese. Nas com-
binac¢des de condicgdes que permitiram a conidiogénese, os in-
setos foram mantidos por mais 10 dias. Em sequida foram reti-
rados e colocados em tubo de ensaio com 10 ml de agua mais es
palhante adesivo. Ap6s intensa agitacao as suspensdes obtidas
foram quantificadas em hemocitdmetro, obtendo-se o nimero me-
dio de conidios produzidos por inseto em cada tratamento.

Nas combinagdes de condices que nio permitiram a coni-
diogénese, os insetos mortos de cada repeticdo de ummesmo tra-
tamento foram reunidos e mantidos nas mesmas cendigoes por
mais 60 dias. Eliminaram-se os cadaveres de corpo escuro, fla
cidos e exalando odor desagradavel, pois provavelmente esta—
vam colonizados por bactérias. Foram feitas amostragens aos
0, 10, 30 e 60-dias. Cada amostra que era composta de oito in
setos, fol colocada em camara Umida (Placa de Petri com papel
filtro umido) e mantida a 25°C durante cinco dias quando foi
feita a contagem do nlmero de insetos com sinais externos do
fungo.

Os resultados foram submetidos 3 anilise de varidncia e
o teste Tukey foi utilizado na comparagdo das médias.

RESULTADOS E DISCUSSAD

Os niveis de conidicgénese de B. bassiana sobre cadave-
res de (. arcuata sob diferentes combinagdes de fatores sao
apresentados no Quadro 1.
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QUADRO 1 - Conidiogénese de Beauveria bassiana sobre cadave-
res de Ceroteoma arcuata* sob diferentes combina-
coes de temperatura, umidade relativa e concentra-
cao de conidios. EMBRAPA/CNPAF, 1986.

Porcentagem de insetos com sinais

Umidade Concentragdo de indculo externos do fungo (conidiogénese)

: s 7
Rei;glva (conidios/ml x 107) Temperatura (°C)
17,5 = 1 24 1 30 £1
0 0 0 ¢
1 72,2 53,0 0
99 + 1 10 72,2 61,0 5
100 77,1 74,9 0
0 0 0 ¢
89 + 3 1 e . :
10 71,4 57,1 0
100 83,3 80,5 ¢
0 0 0 3
1 0 0 0
72 + 4 18 0 0 0
100 0 0 g
0 0 0 =
59 + 3 1 ° ° ’
10 0 0 4
100 0 0 R

(%) 28 a 36 insetos adultos avaliados por tratamento.

A conidiogénese foi limitada por alta temperatura e umi-
dades relativas baixas. Praticamente nao ocorreu conidiogéne
se na temperatura de 300C para todos niveis de umidade relati
va e nas umidades mais baixas (72 e 59%) para as trés tempera
turas. Nas combinag¢fes de altas umidades relativas (99 a 89%)
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e temperaturas mais baixas (24 e 17,5°C) e porcentagem de ca-
daveres com conidiogénses variou de 53,0 a 83,3% entre as con
centragoes. Houve tendéncia de uma maior porcentagem de ca-
ddveres com conidiogénese na temgeratura mais baixa (17,5°C)
ou na concentragdo mais alta (107).

Em relagdo a influéncia da umidade relativa no desenvol-
vimento micelial e conidiogénese de B. hassiana sobre o cada-
ver, estes resultados confirmam os dados obtidos por diversos
autores (SCHAERFFENBERG, 1964; FERRON, 1977; RIBA & MARCANDIER,
1984). Estes autores mostraram que a conidiogénese sobre o
cadaver ocorreu apenas nos niveis de umidade relativa préxi-
mos ao ponto de saturagao.

A influéncia da temperatura na conidiogénese de £. bas-
siana "in vitro" foi estudada por WALSTAD ¢t al. (1970). Es-
tes autores afirmaram que a conidiogénese ocorreu mesmo em
temperaturas menores que 10°C e maiores que 35°C, sendo mais
rapida a 25 e 30°C. Os resultados do presente trabalho mos-
traram que a conidiogénese sobre o cadaver do inseto ndc ocor
reu a 30°9C, discordando das informagces dos autores citados.
Esta divergéncia pode ser explicada pela grande quantidade de
microorganismos, interna e externamente, presentes no cadaver
do inseto ("in vivo") e ausentes no meio de cultura ("in vi-
tro"). Estes microorganismos, especialmente bactérias e fun-
gos contaminantes, como Aspergillus, favorecidos pelas tempe-
raturas mais altas, colonizam o hospedeiro mais rapidamente
que B. bassiana. Desta forma o fungo entomopatogénico pode in
fectar e matar o inseto, mas seu desenvolvimento micelial e a
conidiogénese sado inibidos pela acao mais rapida dos contami-
nantes.

Os numeros médios de conidios de B. bassiana produzidos
sobre o cadaver de (. arcucta em diferentes combinacdes de fa
tores sao apresentados no Quadro 2.

0 nimero médio de conidios produzidos por inseto variou
de 3,4 x 107 a 7,1 x 107. A umidade relativa e concentracao
do fungo nos niveis testados, ndo influenciaram significativa
mente na produ¢dc de conidios. A temperatura afetou a produ—
¢do de conidios. A média geral de conidios produzidos por in-
seto a 249C foi de 6,3 x 107, diferindo significativamente dos
4,4 x 107 conidios por inseto produzidos a 17,59C. Estudo se-
melhante foi feito por RAMOSKA (1984). Este autor encontrou
diferengas na producao de conidios sobre cadaver do percevejo
das gramineas Blyssue leucopterus, em funcdo da umidade rela-
tiva. O numerc médio de conidios por inseto foi de 1,2 x 10°
a75% e 4,4 x 10° a 100% de umidade relativa. A produgdo de
conidios sobre o inseto a 75% de umidade relativa, obtida por
este autor, & contraditdéria com os resultados obtidos no pre-
sente trabalho, e nos trabalhos de outros autores (SCHAERFFEN
BERG,1964; FERRON, 1977; RIBA & MARCANDIER, 1984), nos cuais
a conidiogénese somente ocorreu em umidades relativas proxi-
mas a 100%. Provavelmente esta divergéncia & devida as dife-
rengas relativas aos sistemas de controle de umidade relati-
va, espécie do inseto e raga do fungo utilizados nos varios
trabalhos.
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QUADRO 2 - Producao de conidios de Eeauveria basstana sobre
adultos de Cerotoma arcuata mortos e mantidos sob
diferentes combinacoes de temperatura, umidade re-
lativa e concentracao de conidios. EMBRAPA/CNPAF,

1986.
Nimero médio de confdios/insetox 107
Umidade )
Temperatura Relativa Concentgagéo de indculo (conidios/ Média
©¢) ) L
1 10 100
99 + 1 4,9 8.7 4,2 4,9a%
17,3 & 1
89 + 1 4,5 3,8 3,4 3,9
b &
99 + 1 6,4 7,1 6,8 6,8a
24 £ 1
89 + 1 6,0 4,6 6,8 5,8a
6,3 B
Média 5,4a 5.3z 5, 38 -

(*) Médias seguidas pela mesma letra na linha ou na coluna ndo diferem es
tatisticamente entre si (Tukey 5%Z).

A sobrevivéncia do fungo B. hassiana na fase micelial no
interior do cadaver, em diferentes condi¢des e durante 60 dias,
é mostrada no Quadro 3.

A temperatura e umidade relativa influenciaram na sobre-
vivéncia do fungo, mas a concentracio aplicada nao foi impor-
tante. A 30°C nenhum inseto apresentou conidiogénese apés 60
dias. Entretanto, a porcentagem média de conidiogénese nesta
temperatura ndo ultrapassou 12,5% na primeira amostragem, mos-
trando que mesmo em unidades relativas baixas os contaminan-
tes se desenvolveram e inibiram B. bassiana.

Nas demais temperaturas e na umidade relativa mais baixa
houve um decréscimo acentuado na sobrevivéncia do fungo da pri
meira para a dltima amostragem. A porcentagem media de coni-
diogénese caiu de 75 para 33,9% a 17,5°C e de 79,2 para 22,6%
a 24°C. Enquanto na umidade relatlva mais alta a porcentagem
média de conidiogénese apés 60 dias foi de 72,8% a 17,5°9C e
66,8% a 24°C. A morte mais rapida do fungo a 59% de umidade
relatlva pode ser devida ao dessecamento. A umidade interior
do inseto morto € muito influenciada pela umidade relativa at
mosférica, e em conseqliéncia, o micélio é dessecado e perde
viabilidade mais rapidamente nas menores umidades relativas.



QUADRO 3 - Sobrevivéncia de Beauveria bassiana no interior de adultos de Cerotoma arcuata mortos
sob diferentes combinacoes de temperatura, umidade relativa e concentracao
dios, e mantidos nas mesmas condicoes durante 60 dias. EMBRAPA/CNPAF, 1986,

de

coni-

Sobrevivéncia (% de conidiogénese)

Temperatura Umidade relativa Concentragdo de conidios m
(oc) (Z) (conidios/ml x 107) Dias de amostragem
0 10 30 60
1 = 87,5 87,5 83,3
-y 10 100 87,5 75,0 63,6
100 87,5 100 62,5 71,4
Média 93,7 91,7 75,0 72,8
172 =9
1 = 75,0 62,5 27,48
59 + 5 10 62,5 87,5 62,5 30,0
100 87,5 87,5 75,0 44 4
Média 75,0 83,3 66,7 33,9
1 75,0 62,5 62,5 63,6
10 87,5 100 100 66,7
72 £ 4
100 100 87,5 100 66,7
Média 87,5 83,3 87,5 66,8
24 * 1
1 50,0 62,5 62,5 9,1
b & 10 87,5 87,5 50,0 28,6
- 100 100 100 62,5 30,0
Média 79,2 83,3 58,3 22,6
1 12,5 0 0 0
10 0 0 12,5 0
& >
L 100 25,0 0 25,0 0
Média 12,5 0 12,5 0
0 x 1
1 0 12,5 4] 0
10 12,5 0 12,5 0
+ 3 »
2= B 100 25,0 0 25,0 0
Media 1255 iyl 12,5 0

(*) 8 insetos por dia de amostragem

tomados ao acaso.

wel
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Estes dados mostram que B. bassiana pode sobreviver, na
fase micelial, dentro dos cadaveres de insetos, em condigoes
de temperatura e umidade relativa desfavoraveis a conidiogéne
se, por mais de 60 dias. Esta pode ser uma forma importante
de sobrevivéncia de fungos sob condlcoes de campo. Assim, o
fungo se mantem dentro do inseto até que ocorram condigoes fa
voraveis a conidiogénese. Além disso, € possivel que em condi
coes desfavoraveis, ocorram estruturas especmais de resistén-
cia que aumentam o tempo de sobrev1ven01a, nao so6 de B. bas-
siana, como de outros fungos. Esta & uma area em que pesqui-
sas e estudos mais aprofundados precisam ser desenvolvidos.

CONCLUSDES

De acordoc com os resultados do presente trabalho pode-se
concluir que:

- A conidiogénese de B. bassiana sobre cadaveres (. ar-
cuata é limitada por altas temperaturas cu baixas umidades re
lativas.

- A produgdo de conidios de B. bassiana sobre (. arcuata
foi maior a 24°C, sendo pouco influenciada pela concentragaoc
do inoculo.

- 0 fungo B. bassiana pode sobreviver no interior de ca-
daveres de (. arcuata por varias semanas sob temperaturas e
umidades relativas desfavoraveis a conidiogénese.
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