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RESUMO

As culturas de soja, milho e algodao sdo atingidas por varias pragas, portanto, o
desenvolvimento de bioinseticidas pode proporcionar o controle dessas pragas com a
sustentabilidade do sistema. O fungo Metarhizium rileyi tem o maior potencial, ja que
suas epizootias dizimam populacdes de lagartas na auséncia de aplicacbes de
inseticidas. Dessa forma, a baixa sobrevivéncia de fungos patogénicos quando usados
para o controle de insetos na agricultura, deve-se principalmente aos efeitos deletérios
da radiacao ultravioleta e do calor da irradiacdo solar. Neste estudo, quatorze isolados
de M. rileyi foram estudados e comparados com os isolados ARSEF 324 e ARSEF
2575 de Metarhizium acridum e Metarhizium robertsii, respectivamente, cuja
sensibilidade a radiacdo UV-B foi previamente estudada. As suspensfes conidiais
foram expostas a temperatura ambiente (cerca de 26 °C) a 847,90 mWm? de UV-B
ponderado por Quaite, usando duas lampadas fluorescentes TL 20W12 RS (Philips,
Eindhoven, Holland). As placas contendo as suspensdes de conidios foram irradiadas
por 1, 2 e 3 h, fornecendo doses de 3,05, 6,10 e 9,16 kJ m?, respectivamente. Notavel
variabilidade na tolerancia conidial UV-B foi encontrada entre 14 isolados de M. Rileyi.
O isolado CNPSo-Mr 150 foi mais tolerante (germinacdo acima de 80% apods
exposi¢do de 2 h), o que foi comparavel ao ARSEF 324 (germinacgdo acima de 90%
apos exposicdo de 2 h), o mais tolerante isolado. O isolado menos tolerante foi o
CNPSo-Mr 597 (germinacdo abaixo de 5% apds exposicdo de 2 h). Nove isolados
foram semelhantes ao ARSEF 2575 (germinacdo acima de 50% apds exposicdo de
2h). Concluindo, a maioria dos isolados de M. rileyi pdéde suportar 1 ou 2 h de
exposicao a radiacdo UV-B. No entanto, apds 3h de exposi¢do, a exposicdo causou
grande reducéo da germinacao abaixo de 40% para todos os isolados, exceto para o
CNPSo0-Mr 150 e ARSEF 324.

Palavras-chave: Fungos Entomopatogénicos; Radiacdo solar; Microbiologia agricola;

Tolerancia ao estresse



ABSTRACT

Soybean, corn and cotton crops are afflicted by several noctuid pests, therefore, the
development of bioinsecticides can provide the control of these pests with the
sustainability of the system. The fungus Metarhizium rileyi has the greatest potential
since its epizootics decimate caterpillar populations in the absence of fungicide
applications. The low survival of insect-pathogenic fungi when used for insect control
in agriculture, however, is mainly due to the deleterious effects of ultraviolet radiation
and heat from solar irradiation. In this study, fourteen isolates of M. rileyi were studied
and compared with isolates ARSEF 324 and ARSEF 2575 of Metarhizium acridum and
Metarhizium robertsii respectively, which sensitivity to UV-B radiation had been
previously studied. Conidial suspensions were exposed at room temperature (ca.
26 °C) to 847.90 mWm? of Quaite-weighted UV-B using two fluorescent lamps TL
20W12 RS (Philips, Eindhoven, Holland). The plates containing the conidial
suspensions were irradiated for 1, 2, and 3 h, providing doses of 3.05, 6.10, 9.16, and
12.21 kJ m?, respectively. Remarkable variability in conidial UV-B tolerance was found
among 14 isolates of M. rileyi. Isolate CNPSo-Mr 150 was the most tolerant isolate
(germination above 80% after 2 h exposure), which was comparable to ARSEF 324
(germination above 90% after 2 h exposure), the most tolerant Metarhizium isolate.
The least tolerant isolate was CNPSo-Mr 597 (germination below 5% after 2 h
exposure). Nine isolates were similar with ARSEF 2575 (germination above 50% after
2 h exposure). Concluding, the majority of M. rileyi isolates can endure 1 or 2 h of UV-
B radiation exposure. However, after 3 h exposure caused great reduction of
germination below 40% for all isolates, except for CNPSo-Mr 150 and ARSEF 324.

Keywords: Entomopathogenic fungi; solar radiation; agricultural microbiology; stress
tolerance



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Na natureza em si acontece de alguns fungos fazerem o controle natural de pragas
como equilibrio da cadeia alimentar, uma vez que todos disputam lugar no nicho
ecologico.

O fungo M. rileyi possui capacidade de controlar pragas, mas a radiagao ultravioleta
proveniente da radiacéo solar é deletéria ao fungo.

Dessa forma, foi feito alguns experimentos com 14 isolados, alguns provenientes da
EMBRAPA do estado do Parana e outros advindos do acervo laboratorial, sendo que
foi comparado trés espécies de fungos: M. rileyi, M. robertsii e M. acridum que
possuem essa prerrogativa de controlar pragas, no qual foram expostos a radiacéao

ultravioleta e sendo analisados apoés 1, 2 e 3 horas de exposigéao.
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1 INTRODUCAO

Um exemplo interessante sdo as epizootias naturais causadas pelo fungo
Metarhizium rileyi que infecta diversas espécies da ordem Lepidoptera (figura 1).
M. rileyi pode ocorrer com elevada prevaléncia nas populacdes da lagarta-da-
soja (Anticarsia gemmatalis), lagarta-do-cartucho-do-milho (Spodoptera
frugiperda), outras espécies do género Spodoptera (S. litura), lagarta-falsa-
medideira (Chrysodeixis includens), curuqueré do algodao (Alabama argillacea),
espécies de Plusiinae (Plathypena scabra, Trichoplusia ni) e mais raramente no
Arctiinae Spilosoma virginica, entre outros (Boucias et al., 1982; Boucias et al.,
2000b; Devi et al., 2007; Fronza et al., 2017; Sosa-Gomez et al., 2010; Souza et
al., 2021).

Figura 1: Anticarsia germmatalis recoberta por esporos do M. rileyi

Apesar de sua importancia como inimigo natural M. rileyi tem sido pouco

estudado e o numero de produtos comerciais € muito baixo em comparag¢do com
M. anisopliae e B. bassiana possivelmente devido a sua instabilidade para

produzir esporos (Faria e Wraight, 2007; Morrow et al., 1989). No entanto, alguns



produtos comerciais como o0s bioinseticidas foram produzidos em poucos paises,
como Colémbia e Africa do Sul (Faria e Wraight, 2007; Janks et al., 2019). Mais
recentemente, estudos sobre sua eficiéncia de campo tém sido realizados contra
rooibos (um arbusto da familia de leguminosas usado para fazer uma infusdo
chamada cha rooibos) e pragas de soja (Hatting et al., 2013; Lopes et al., 2020)

sem o beneficio de conhecer sua atividade residual apos as aplicacdes.

Estudos sobre o impacto da radiagéo ultravioleta sdo muito Uteis para aprender
a melhorar a persisténcia de biopesticidas no filoplano. O fungo M. rileyi é
altamente sensivel a condigBes nutricionais e ambientais, o que dificulta a

producdo como biopesticida estavel (Edelstein et al., 2004; Grijalba et al., 2018).



2 OBJETIVOS

Avaliar as tolerancias conidiais de 14 isolados de M. rileyi a radiacdo UV-B e
comparar suas tolerancias com M. robertsii e M. acridum, cujas tolerancias a

radiagcdo UV-B sao conhecidas.

° Demonstrar a taxa de germinacao de conidios dos fungos apos a radiacao
ultravioleta.
° Avaliar a germinacao dos fungos Metarhizium rileyi apds a exposicao a

radiacdo ultravioleta.
° Comparar os isolados de Metarhizium relacionado a exposicéo a radiacao

Ultravioleta.



3 REVISAO DA LITERATURA

O fungo entomopatogénico Nomuraea rileyi (Farlow) Samson, agora
denominado Metarhizium rileyi pode produzir epizootias em populagbes de
lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hubner, controlando essa praga
naturalmente (Sujii et al, 2002). Sendo que, pode-se evidenciar epizootias
naturais causadas pelo fungo mitosporico M. rileyi (Farlow) Samson e que
frequentemente surgem em populacbes de campo em pragas tidas como

lepidopteros (Thorvilson & Pedigo, 1984).

O fungo Metarhizium rileyi pode ser utilizado como inseticida biolégico,
principalmente quando aplicado sobre os primeiros estagios larvais da lagarta
Anticarsia gemmatalis, sendo observado em média 80% de mortalidade nos
primeiros trés dias apos a aplicacéo (Ignoffo et al, 1976b; Lopes et al, 1995).

A partir da safra 2001/2002, observou-se um aumento expressivo do uso de
fungicidas na agricultura, consequentemente ocorreu reflexo negativo na
populacao de fungos entomopatogénicos, os quais controlavam de forma natural
Chrysodeixis. includens, neste caso pelo fungo M. rileyi, acarretando no aumento
das populacdes dessa lagarta (Sosa-Gomez et al., 2003; Lima, 2015).

As lagartas A. gemmatalis tém de cinco a sete instares larvais, sendo seis
instares 0s mais comuns. A duracdo de cada instar varia em decorréncia de
varios fatores, como a temperatura, a planta hospedeira e a qualidade do
alimento. As lagartas maiores que 1,5 cm sédo encontradas em formas verdes
apresentando trés linhas longitudinais brancas no dorso e quatro pares de falsas
abdominais, além de um par anal (Sosa-Gomez et al., 2010). Cada lagarta de A.
gemmatalis pode consumir de 85 cm? a 150 cm? de area foliar de soja até
completar a fase larval (Bueno et al., 2011). Essas lagartas transformam-se em
pupas, que apresentam coloracdo marrom, usualmente localizadas no solo
(Bueno et al., 2012; Lima, 2015). Dessa forma, essa lagarta manejada de forma
incorreta, pode causar até 100% de desfolha, ocasionando perdas consideraveis,
apos seis instares larvais.

Produtos comerciais baseados em fungos entomopatogénicos, incluindo M. rileyi,
estdo atualmente em uso ou em desenvolvimento. Para o bem da produgéo em
massa de fungos, meios simples com poucos elementos de baixo preco deve ser

utilizados. Embora tenha sido registrado um crescimento altamente variavel. O



M. rileyi é rotineiramente cultivado para ensaios e para conservagdo em agar
Sabouraud maltose com levedura (SMAY), sozinho ou com amido soluvel (Getzi,
1961; Kish et al. 1974; Bell, 1975; Goettel & Inglis, 1997). Além disso, arroz e
sorgo com extrato de levedura adicionado, fervido ou esmagado, foram testados
como meio (Sosa-Gomez et al. 1990; Vimala Devi, 1994).

O crescimento mais rapido de M. rileyi foi observado em meios contendo batata
e maltose (Valadares et al. Nao publicado.), sendo que nenhuma comparacgéo
com outros meios foi realizada e publicada. Acredita-se que € devido a alta
sensibilidade de M. rileyi as condi¢des nutricionais (Goettel & Roberts, 1991), em
comparagao com outros fungos entomopatogénicos, culminando na concluséo

gue nenhum meio de cultura totalmente ideal foi desenvolvido ainda.

Tem sido amplamente provado que a temperatura afeta o desenvolvimento do
micélio (Thomas & Blanford 2003; Fargues et al. 1992; 1997; Ouedraogo et al.
1997) dessa forma, foi encontrado diferentes padrbes de crescimento in vitro
dependentes da temperatura em isolados de varias espécies de fungos
entomopatogénicos.

Respostas particulares a estimulos térmicos foram relatadas por diversos
autores, dependendo do isolado de M. rileyi. A maioria dos diferentes isolados
foram obtidos de diferentes hospedeiros.

Os paises mais citados que utilizam esse fungo como controle de pragas foram
a Argentina, Brasil e Uruguai, no qual o fungo infecta principalmente larvas de
Anticarsia gemmatalis Hibner, Spodoptera frugiperda (JE Smith), Colias lesbia
(F.), Spilosoma virginica (F.) e subfamilia Plusiinae, incluindo Rachiplusia nu
(Guenée), Chrysodeixis includens (Walker) e Plusia spp. (Gazzoni et al., 1994);
(Rizzo & La Rossa, 1994), (H.F. Rizzo com. Pess.), tidas como muito dificeis de

identificar no escotismo de campo.

A selecédo de linhagens mais eficientes pode ser feita por meio de bioensaios, 0s
quais permitem a avaliacdo da potencialidade do patdégeno para o controle de
determinada espécie de inseto, com a utilizacado da determinacdo da dose letal
(DLso), do tempo letal (TLso) e da concentracgéao letal (CLso) (Alves, 1996); (Lopes
et al, 1995).

O conhecimento da sequéncia gendmica permite diferenciar racas e realizar

estudos comparativos entre as mesmas, determinando a variabilidade genética



e localizando regides no genoma que permitam a diferenciacdo entre elas.
Portanto, o sequenciamento do genoma de M. rileyi permitird o desenvolvimento
de ferramentas que facilitardo a caracterizacédo e a identificacdo de diferentes
cepas do fungo (Sosa-Gomez et al., 2010).

Também serd possivel a comparacao entre genomas com outras espécies ja
conhecidas para, por homologia, reconhecer genes associados com
caracteristicas de interesse, como fatores de viruléncia, capacidade de
esporulacéo, tolerancia a fungicidas, taxa de crescimento e outros parametros
de interesse, além de contribuir nos estudos de transformacéo genética (Sosa-
GOmez et al., 2010).

4. MATERIAIS E METODOS

Isolados de fungos

Todos os isolados de Metarhizium rileyi (Tabela 1) foram obtidos da Embrapa
Soja (Sosa-Gémez e da Silva, 2002) os fungos Metarhizium robertsii (ARSEF
2575) e Metarhizium acridum (ARSEF 324 foram obtidos do USDA-ARS
Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, Robert W. Holley Center for
Agriculture and Health, Ithaca, NY (Estados Unidos) . As culturas de estoque
foram mantidas a 4 °C em tubos de ensaio em inclinacdes de sabouraud maltose
e agar extrato de levedura (SMAY - 2,5 g de neopeptona, 10 g de maltose, 2,5 g
de extrato de levedura, 3,75 g de agar e 250 ml de agua destilada) (Binneck et

al., 2019; Morrow et al., 1989) ajustado para pH 7. 0.



Tabela 1: Lista de Isolados, seus insetos hospedeiros, origem geografica e ano

de coleta.
isolado espécie substrato origem geografica ano
ARSEF 324 Metarhizium Austracris guttosa | Queensland, 1979
acridum (Orthoptera: Australia
Acrididae
ARSEF 2575 Metarhizium Curculio caryae South Carolina, 1988
robertsii (coledptera: USA
curculiniodae
CNPSo-Mr 10 Metarhizium Lepidoptera: Assis, SP — Brasil | 1990
rileyi Noctuidae
CNPSo-Mr 27 Metarhizium Anticarsia Warta, PR — Brasil | 1990
rileyi Germmatalis
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 32 Metarhizium Anticarsia Ponta Grossa, PR | 1990
rileyi Germmatalis — Brasil
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 137 Metarhizium Anticarsia Quincy, FL, USA | 1993
rileyi Germmatalis
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 139 Metarhizium Anticarsia Quincy, FL, USA | 1993
rileyi Germmatalis
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 141 Metarhizium Anticarsia Quincy, FL, USA | 1994
rileyi Germmatalis
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 142 Metarhizium Spodoptera sp Quincy, FL, USA | 1994
rileyi (Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 146 Metarhizium Spodoptera Quincy, FL, USA | 1993
rileyi frugiperda
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 148 Metarhizium Anticarsia Goiania, GO - 1994
rileyi Germmatalis Brasil
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 149 Metarhizium Spodoptera Oliveiros, Santa fé | 1994
rileyi frugiperda — Argentina
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 150 Metarhizium Anticarsia Brasilia, DF- 1996
rileyi Germmatalis Brasil
(Lepidoptera:

Noctuidae)




CNPSo-Mr 156 Metarhizium Spodoptera Brasilia, DF- 1988
rileyi frugiperda Brasil
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo0-Mr 493 Metarhizium Spodoptera Vilhena, RO - 2006
rileyi cosmioides Brasil
(Lepidoptera:
Noctuidae)
CNPSo-Mr 597 Metarhizium Lepidoptera: Warta, PR — Brasil | 2018
rileyi Noctuidae
CNPSo-Mr 602 Metarhizium Lepidoptera: Warta, PR — Brasil | 2018
rileyi Noctuidae

Producdao e colheita conidial

Os conidios foram produzidos em 23 ml de meio SMAY. Uma suspensédo de
conidios (100 pl de 107 conidia mlt) foi inoculada uniformemente com um
espalhador de vidro no meio de cultura SMAY. As culturas foram incubadas a 26
+ 1 °C no escuro e aproximadamente 90% de umidade relativa (RH) por 14 dias.

Foram produzidos trés lotes diferentes de conidios, um para cada replicacéo.

Conidios frescos de todos os isolados (Tabela 1) produzidos no meio SMAY
foram coletados apos 14 dias de crescimento e transferidos para 10 ml de Tween
80 (0,01 % v/v) em tubos Pyrex com tampa (20 x 125 mm). Para cada fungo,
uma suspensdo ajustada a 10° conidia ml' foi produzida e agitada
vigorosamente por 1 min. Todas as suspensdes foram usadas imediatamente

apos a preparacao.

Exposicéo de conidios a radiacdo UV-B simulada

As suspensfes de conidios preparados como descrito anteriormente foram
retiradas 40 pl, mas ndo espalhadas no centro do meio SMAY em placas de Petri
de polietileno (35 x 10 mm) contendo 5 ml de SMAY suplementado com benomyl

0,003% com ingrediente ativo de 25% (Hi-Yield Chemical Company, Bonham,




TX, USA). A baixa concentragao de benomyl no meio permite que a germinacgéo
seja monitorada por periodos mais longos de tempo, pois reduz o crescimento
de tubos germinativos sem afetar negativamente a germinacéo (Milner et al.,

1991).

Figura 2: Faixa de radiagdo ultravioleta utilizada no experimento.

Radiacao Ultravioleta

UVv-B UV-A

100 280 290 339 400

, I
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Os experimentos de irradiacdo UV-B foram realizados a 26 °C com duas
lampadas fluorescentes UV-B (figura 2). (TL 20W/12 RS, Philips, Eindhoven,
Holanda). As suspensées de conidios foram expostas a 847,90 mW ™2 de UV-B
ponderado por Quaite (Quaite et al., 1992a, b) para 0 (controle), 1, 2, e 3 horas,
que forneceram doses de 0 (controle), 3,05, 6,10, e 9,15 kJ m™2, respectivamente.
A irradiacdo das lampadas foi medida com um espectrometro USB2000 RAD

(Ocean Optics, Dunedin, FL, USA) de acordo com Rangel et al. (2004).

As placas de polietileno Petri (35 x 10 mm) sem tampas foram colocadas na
bandeja e cobertas com filtro de diacetato de celulose (JCS Industries, Le
Miranda, CA, USA) para excluir a radiagdo UV-C (figura 3). e o comprimento de

onda curto (< 290 nm) (Rangel et al., 2006; Rangel et al., 2008). A fonte de
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radiagcdo UV-B foi fixada a 21 cm acima da superficie do meio de cultura
inoculado. As placas de Petri de controle foram mantidas dentro da camara
envolta em papel aluminio durante o tempo de exposi¢do de 3 horas. Pelo
menos quatro repeticdes independentes foram realizadas utilizando culturas
diferentes para cada repeticdo. As repeticdes ocorreram primeiro na hora zero
(controle) e apds 1h, 2h e ap0s a exposicao a radiacéo, as placas foram mantidas

a 26 °C no escuro.

Figura 3: Grafico do comprimento de onda ultravioleta da lampada UV.
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A germinacao dos conidios foi observada em 24 (para controle) ou a 48 h (para
tratamentos de irradiacdo UV) apés a suspensédo de conidios ter sido inoculada
no meio. Apés a germinacdo, os conidios foram tingidos com uma gota de
solucdo azul de metileno (Braga et al., 2002). Em seguida, esta area foi coberta
com uma laminula de vidro circular (15 mm de diametro), para evitar o ar entre
0 meio, e examinada sob microscopio a 400x de ampliagdo. Conidios foram
considerados germinados quando o tubo germinativo foi visivelmente projetado

a partir do conidio. Pelo menos 300 conidios por placa foram avaliados, e o
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percentual de germinagao foi calculado. A percentagem de germinacdo foi
calculada com base no controle, onde a porcentagem de germinacdo apos a
exposicdo UV-B foi multiplicada por 100 e dividida pela porcentagem de
germinacao das placas de controle. Cada tratamento utilizou uma réplica de cada
fungo e foi repetido pelo menos trés vezes com um lote fresco de conidia

produzida para cada repeticao.

Analises estatisticas

A andlise do cluster hierarquico (Sneath e Sokal, 1973) foi realizada com o
algoritmo de Ward para obter grupos de acesso semelhantes calculando a
distancia euclidiana usando a viabilidade conidial dos isolados para a exposi¢cao
aradiacdo UV-B de 2 e 3 horas. O resultado da analise foi apresentado de forma
grafica (dendrograma), que ajudou a identificar os grupos isolados para
comparar a tolerancia a radiacdo UV-B entre os isolados (Figura 3). A andlise
hierarquica do cluster foi processada na versdo 10 do software STATISTICA
(StatSoft, 2010). As tolerancias dos isolados de fungos foram classificadas em
trés categorias da seguinte forma: Grupo 1 — Baixa tolerancia, Grupo 2 —

Tolerancia moderada e Grupo 3 — Alta tolerancia.

O agrupamento hierarquico fornece excelentes representacfes visuais porque
facilitam comparacdes rapidas e simples de dois ou mais conjuntos de dados. O
agrupamento hierarquico tem sido usado em muitas abordagens, incluindo a
organizacdo de genes em dendrogramas hierarquicos com base em sua
expressao. O coeficiente de diversidade euclidiano permite que a diversidade em
um conjunto de espécies seja medida além de suas abundéancias relativas
usando informacgdes bioldgicas sobre a diferenca entre as espécies. Também

envolve interpretacbes geométricas e representagfes graficas. Além disso,
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véarias populacdes podem ser comparadas usando um coeficiente de diferenca
euclidiano derivado do coeficiente de diversidade euclidiana (Champely e
Chessel, 2002). Utilizamos agrupamento hierarcanico com sucesso para separar
diferentes grupos de fungos de acordo com suas tolerancias ao estresse (Aradjo

et al., 2018; Araujo et al., 2020; Dias et al., 2018; Lima et al., 2021).

O efeito do tratamento sobre a germinacao percentual foi avaliado com a analise
de variancia de um fatorial unidirecional. Os niveis de significancia das
comparacdes meédias em pares entre os tratamentos foram controlados para erro
tipo | em experimento usando o método Tukey com geral= 0,05. Todas as
analises foram realizadas no programa estatistico gratuito Sisvar (Ferreira, 1999;

Ferreira, 2011).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos deletérios da radiacdo UV foram demonstrados em varios géneros de
fungos entomopatogénicos como Aschersonia, Beauveria, Isaria, Lecanicillium,
Metarhizium, Mariannaea, Simplicillium, Tolypocladium e Torrubiella (Dias et al.,
2018). No entanto, ndo foram feitos estudos sobre as tolerancias do fungo M.
rileyi, que é um patdégeno muito importante que induz epizootias naturais em
muitas espécies de Lepidoptera (Boucias et al., 2000a; Boucias et al., 2000b;

Devi et al., 2007).

Notavel variabilidade na tolerancia a radiacdo UV-B conidial foi encontrada entre
quatorze isolados estudados de M. rileyi. Isolado CNPSo-Mr 150 foi o isolado
mais tolerante (germinacdo acima de 80% apds exposicado de 2h), o que foi
comparavel ao ARSEF 324 (germinacgéo acima de 90% apds exposicao de 2h),
o fungo Metarhizium acridum mais tolerante isolado (Figura 4). O isolado menos

tolerante foi o CNPSo-Mr 597 (germinagéo abaixo de 5% apos exposicéo de 2h).
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Dez isolados tém tolerancias semelhantes a radiacdo UV-B como o fungo
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 (germinacgéo acima de 50% ap0s exposicao

de 2h) (Figura 4)

Observamos que M. rileyi isolado CNPSo-Mr 142 (o menos tolerante) também
ndo germinou acima de 60% no tratamento de controle, sem ser exposto a
radiacdo UV-B (Figura 4) e quando exposto por trés horas a radiacdo UV menos

de 10% da conidios germinados foram encontrados (Figura 4).

Um dendrograma, obtido a partir de analises de cluster baseadas em percentual
de germinacao conidial, dividiu as espécies de fungos em trés grupos com base
na tolerancia a radiacdo ultravioleta (Figura 2). Os isolados de fungos mais
tolerantes foram ARSEF 324 e CNPSo-Mr 150 (Figura 2 grupo 2). Os isolados
CNPSo0-Mr 156, o CNPSo0-Mr 142, o CNPSo-Mr 141 e o CNPSo-Mr 597 foram
0s menos tolerantes a radiagdo UV-B (Figura 2 grupo 3). Nove isolados de M.
rileyi teve média tolerancia (Figura 2 grupo 1). semelhante ao fungo M. robertsii
(ARSEF 2575), que é bem conhecida por ter tolerancias moderadas a radiacao

UV-B (Braga et al., 2001; Dias et al., 2018; Rangel e Roberts, 2018).

Figura 4: Germinacg&o conidial média de 16 espécies de fungos
entomopatogénicos apds exposicao a radiacao UV-B para 0 (controle), 1,2 e 3
h. ApGs a irradiacéo, as placas foram mantidas a 26 C no escuro. As barras de
erro sao desvio -padréo .
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O conhecimento sobre a tolerancia de conidios a radiagdo UV é importante para
compreender sua sobrevivéncia e persisténcia ambiental quando conidia fungica
€ aplicada no campo para controlar pragas de insetos (Braga et al., 2001; Moore
et al.,, 1993; Rangel e Roberts, 2018; Santos et al., 2011). Neste estudo,
constatamos que o isolado CNPSo-Mr 150 de M. rileyi € o mais tolerante do que
todos os outros M. rileyi isola e, portanto, podera ser usado para producéo
massal e aplicacdo na agricultura. Entretanto, experimentos de avaliacdo de

viruléncia deverao ser realizados.

O dendrograma (Figura 5) foi construido utilizando a distancia euclidiana e a
associacao entre os isolados pelo método de Ward. Os clusters sdo humerados
de acordo com sua tolerancia a radiagcdo UV-B e UV-A, com isolados do cluster
1 tendo a menor tolerancia, o cluster 2 com tolerancia moderada e o cluster 3

com maior tolerancia.
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Figura 5: Dendrograma da analise hierarquica do cluster com base nos
resultados de viabilidade por cento conidial.
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Os isolados M. rileyi CNPSo-Mr 10 e CNPSo-Mr 27 ambos com tolerancia
moderada a radiacdo UV-B germinaram muito bem apds exposicao de 2 h, mas
apos 3 h de irradiacdo houve uma grande reducdo da porcentagem de

germinacao (Figura 3).

Comparando-se o isolado CNPSo-Mr 142 com baixa tolerancia a radiagdo UV-B
e o isolado CNPSo-Mr 150 com alta tolerancia a radiacdo UV-B nota-se que
CNPSo-Mr 142 em apenas 1 hora esta com reduzida germinacdo comparado
com CNPSo-Mr 150 (Figura 4). Nota-se que o isolado CNPSo-Mr 142 teve uma
baixa germinacdo no controle (Figura 4) o que também afetou a germinacéo dos
conidios irradiados apés 1, 2 e 3 horas (Figura 4). Apos trés horas de irradiacao
do isolado CNPSo-Mr 142 foi observado apenas um conidio germinado no

campo de visdo do microscopio (Figura 4).
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O isolado CNPSo-Mr 156 do fungo M. rileyi teve também uma baixa taxa de
germinacao apoés 2 e 3 h (Figura 6), que € comparavel com a taxa de germinacéo
do isolado CNPSo-Mr 142. O isolado CNPSo-Mr 156 também teve uma baixa

taxa de germinacao no controle (Figura 6).

Figura 6: A germinacao de Metarhizium rileyi isolados CNPSo-Mr 10 e CNPSo-
CNPSo-Mr 27 apos 0 (controle) 1, 2 e 3 h de radiacdo UV.
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Figura 7: A germinacao dos isolados de Metarhizium rileyi CNPSo-Mr 142 e
CNPSo-Mr 150 apés 0 (controle) 1, 2 e 3 h de radiagdo UV.

Isolado CNPSo-Mr 142 Isolado CNPSo-Mr 150

1 h UV-B
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Figura 8: A germinagéo do isolado de Metarhizium rileyi CNPSo-Mr 156 e apos
0 (controle) 1, 2 e 3 h de radiacéo UV.

Isolado CNPSo-Mr 156
Controle 1h UV-B

2hUV-B 3hUvV-B

Figura 9: Germinagéo de Metarhizium acridum ARSEF 324 e Metarhizium
robertsii ARSEF 2575 apos 0 (controle) 1, 2 e 3 h de radiagdo UV-B.
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O isolado M. acridum ARSEF 324 mostrou alta tolerancia apds 3 h de exposi¢ao
UV-B (Figura 9), o que € normal para este isolado (Rangel e Roberts, 2018), no
entanto, o M. robertsii ARSEF 2575 foi muito mais suscetivel do que ARSEF 324
(Figura 4) e isso tem também sido mostrado por varios autores (Braga et al.,
2001; Rangel e Roberts, 2018). Estes dois isolados foram inseridos neste estudo
para possibilitar a comparacao da tolerancia a radiacdo UV-B dos isolados de M.
rileyi Interessantemente foi verificado que um dos isolados de M. rileyi CNPSo-
Mr 150 teve similar tolerancia que o fungo M. acridum ARSEF 324. Comparacao
da tolerancia a estresses entre espécies de fungos tém sido realizadas em
muitos estudos (Aradjo et al., 2018; Araujo et al., 2020; Azevedo et al., 2014;
Dias et al., 2018; Lima et al., 2021; Santos et al., 2011). Por exemplo Santos et
al. (2011) verificou a toleréncia a radiacdo UV-B de vérios isolados do género do
fungo Tolypocladium e notou que o fungo M. robertsii ARSEF 2575 foi duas

vezes mais tolerantes que os isolados do género de Tolypocladium.
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6 CONCLUSAO

Em suma, a maioria dos isolados M. rileyi pode suportar acima de 50% da
sobrevivéncia ap6s 1 ou 2 h de exposicdo a radiacdo UV-B, embora alguns
isolados sejam muito suscetiveis a este tempo de irradiacdo. No entanto, apés
3h de exposicédo, a exposicado causou grande reducdo da germinacao abaixo de
40% para todos os isolados, com excecdo do CNPSo-Mr 150 e ARSEF 324
(Figura 9).

Corrobora-se que houve redugcédo na germinagcao dos isolados de Metarhizium
guando expostos a radiacao ultravioleta. Mesmo algumas espécies sendo mais
resistentes a a¢éo da radiagdo ultravioleta, houve uma queda significativa.

Conclui-se que a exposicao a radiacdo solar pode reduzir a eficacia de fungos
patbgenos de insetos para o controle bioldgico de insetos prejudiciais a

agricultura.
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