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RESUMO

A ferrugem é a principal doenca do cafeeiro e 0 seu agente causal,
Hemileia vastatrix, é parasitado de forma natural por Lecanicillium lecanii, indicando
potencial desse fungo para controle biolégico. Um dos fatores que comprometem a eficiéncia
de bioagentes € a radiacdo ultravioleta-B (UV-B). A incidéncia dessa radiacdo na superficie da
Terra aumentou com a diminuicdo da camada de ozbnio estratosférico, podendo afetar os
processos naturais de controle de doencas de plantas e o uso de bioagentes. O objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito da radiacdo UV-B sobre L. lecanii. Dessa forma, foram realizados
experimentos para selecionar os isolados mais tolerantes a radiacdo UV-B; avaliar a
sensibilidade do bioagente a radiagdo UV-B em diversos estadios da germinacgdo de conidios;
estabelecer a curva de sobrevivéncia dos isolados expostos a radiacdo; avaliar a interagdo da
radiacdo UV-B com temperaturas e concentraces de CO, do ar; e avaliar o efeito da radiacdo
UV-B no estabelecimento de Lecanicillium em pustulas de ferrugem. Os experimentos foram
realizados em camara de radiac&o, com irradiancia média de 1.700 mW m™ no interior, sendo
0s conidios expostos a radiacdo em placas de Petri contendo BDA e em discos de folhas de
cafeeiro contidos em bandejas plasticas. Os estudos evidenciaram a efetividade bioldgica da
radiacdo UV-B sobre os conidios de Lecanicillium, tendo como respostas a inativacdo dos
propagulos, o atraso no processo de germinacdo de conidios e 0 incremento ou a diminuigédo
do desenvolvimento do bioagente. Diferentes niveis de sensibilidade da germinacdo de
conidios, entre os isolados de Lecanicillium testados, foram observados quando expostos a

radiacdo UV-B. Os isolados mais tolerantes foram os coletados em maiores altitudes. Houve



diferenca entre as DLso dos isolados, com destaque para o isolado CCMA-1143, com a dose
6,57 ki m™ de radiacdo UV-B, contrastando com o isolado CCMA-1142, com DLsg 1,54 kJ m”
2. Os conidios foram mais sensiveis a radiacdo quando expostos apés 3 a 9 h de incubagéo para
germinacdo. N&o houve interacao entre os efeitos da radiagdo UV-B e temperaturas, tampouco
com concentracfes de CO, do ar. A exposicdo a radiacdo UV-B de discos de folhas lesionados
com ferrugem e inoculados com o isolado CCMA-1143 aumentou a &rea abaixo da curva de
progresso do antagonismo (AACPA), quando comparado ao tratamento sem a radiacéo.
Entretanto, considerando o inoculo natural de Lecanicillium existente nas lesdes, a radiacdo
UV-B reduziu a AACPA.

Palavras-chave: Mudancas climaticas, UV-B, Verticillium lecanii,

Hemileia vastatrix, Biocontrole.
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SUMMARY

Coffee leaf rust is the most important disease of the coffee crop, and its
causing agent, Hemileia vastatrix, has the Lecanicillium lecanii as its natural parasite, which
indicates the potential of this fungus as a biocontrol agent. One of the factors that endanger the
efficiency of the bioagents is the ultraviolet-B radiation (UV-B). The incidence of this
radiation on the surface of Earth has increased with the reduction of the stratospheric ozone
layer, which can affect the natural process of control of plant diseases and the use of
bioagents. The aim of this study was to evaluate the effect of UV-B radiation on L. lecanii.
Thus, bioassays were held in order to select the isolates which are more tolerant to UV-B
radiation; evaluate the sensibility of the bioagent to the UV-B radiation in several stages of the
conidia germination; establish the survival curve of the isolate which exposed to the radiation;
evaluate the interaction of the UV-B radiation with different temperature and concentrations of
CO; in the air; and evaluate the effect of the UV-B radiation in the establishment of
Lecanicillium in lesions of coffee leaf rust. The bioassays were held in a chamber with average
irradiation of 1,700 mW m™, and the conidia were exposed to the radiation in Petri dish with
BDA and on coffee leaves discs kept in plastic trays. The UV-B radiation was effective on
Lecanicillium conidia germination, and the response was the reduction and the delay in
germination of conidia, resulting in increment or reduction of the development of the bioagent.
Different levels of sensibility were found in the conidia germination, among the isolates of
Lecanicillium studies, which were observed when exposed to the UV-B radiation. The most
tolerant isolates were those collected in higher altitudes. There was a difference among the



DLs, of the isolates, specially the isolate CCMA-1143, with the dose 6.57 kJ m? of UV-B
radiation, when compared to the isolate CCMA-1142, with DLsg 1.54 kJ m™. The conidia were
more sensible to radiation when exposed after 3 to 9 hours of incubation for germination.
There was no interaction between UV-B radiation, temperatures and concentrations of CO; in
the air in conidia germination. The area under antagonism progress curve (AUAPC) increased
in lesion of coffee leaf rust inoculated with Lecanicillium CCMA-1143 isolate exposed to UV-
B radiation, when compared to the treatment in discs of leaves without radiation. However, the

UV-B radiation reduced the AUAPC in lesion with natural population of Lecanicillium.

Key words: Climate changes, UV-B, Verticillium lecanii, Hemileia

vastatrix, Biocontrol.



1. INTRODUGCAO

As atividades humanas tém alterado as concentracdes de gases da
atmosfera causando mudancas no clima do planeta (IPCC, 2007). Em consequéncia, as
previsdes para um futuro proximo indicam para alteracbes nas temperaturas do ar, aumento
nas concentracBes de dioxido de carbono (CO;) atmosférico, metano (CH,4) e outros gases
(IPCC, 2007) e aumento da radiacdo ultravioleta (UV) incidente na superficie da Terra
(McKENZIE et al., 2007). Essa ultima, decorrente da reducdo da camada de ozodnio (Os)
estratosférico (QUAITE et al., 1992; GODIN-BEEKMANN, 2010). As radiacdes UV-B (290-
315 nm) e UV-A (315-400 nm) que atingem a superficie da Terra sdo biologicamente ativas
(MANDRONICH et al.,1998), podendo ser nocivas a diversos seres vivos, inclusive ao
homem (VAN DER LEUN et al., 2003), a patdgenos, vetores e hospedeiros, afetando os
ecossistemas e a agricultura (CALDWELL et al., 2003). A exposicao de esporos de fungos a
radiagdo UV-B pode danificar essas estruturas nas fases de desenvolvimento e infecgdo de
plantas (RAVIV, 2004) Nessas, a radiagdo UV pode causar alteragdes morfoldgicas criando
um microclima favoravel as infeccdes por microrganismos. As doencas de plantas tém grande
importancia na agricultura, por causar perdas na produtividade e custos no manejo (AGRIOS,
2004). Portanto, é relevante conhecer os provaveis impactos das mudancas no clima sobre a
ocorréncia de doencas de plantas, pois permitird a elaboracdo de estratégias de controle
(GHINI et al., 2007). Paul (2000) discute que, apesar de pouca probabilidade de que as

doencgas de plantas sejam grandemente afetadas por essas mudancas, pouco se conhece sobre



0s mecanismos pelos quais a radiacdo UV-B afeta as interacbes patdgeno-hospedeiro, e
poucos séo 0s patossistemas estudados.

A tecnologia usada na agricultura para a protecdo de plantas requer uso
intensivo de agrotoxicos. Entretanto, a sociedade mostra preocupacdo com o impacto dessa
agricultura na salde e no ambiente, e busca por solugbes para a reducdo do uso desses
insumos (BETTIOL, 2008). Uma das alternativas viaveis € o controle biolégico, que propde o
aproveitamento dos agentes de biocontrole no manejo de doencas de plantas.

A radiacdo solar é um dos fatores ambientais que interferem no
estabelecimento desses bioagentes no hospedeiro (BRAGA et al., 2001a; MORANDI et al.,
2006), e, na perspectiva de aumento da incidéncia dessa radiacdo na superficie da Terra, deve-
se buscar agentes de biocontrole para doencas de culturas importantes, como a do café,
tolerantes a essa mudanca (RANGEL, 2005).

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, com uma
area plantada de 2,3 milhdes de hectares e cerca de 5,7 bilhdes de pés. So, cerca de, 287 mil
produtores em 15 Estados, gerando cerca de 8,5 milhdes de empregos na cadeia produtiva. Em
2011, a producdo nacional foi de 43,5 milhdes de sacas (CONAB, 2012). O cafeeiro é uma
planta perene de clima tropical pertencente ao género Coffea, com duas espécies de maior
importancia econdmica: C. arabica, respondendo por 74,5% da producgéo, e C. canephora
(ZAMBOLIM et al., 2005; CONAB, 2012). E exigente em condicdes adequadas de umidade e
temperatura, luz e a radiacdo solar, que influenciam, em maior ou menor intensidade, o
desenvolvimento, intensidade e severidade de doencas (VALE et al., 2000; CARVALHO et
al., 2002). A principal doenca do cafeeiro é a ferrugem, causada por Hemileia vastatrix,
responsavel por prejuizos de até 50% em todas as regides produtoras (GARCON, 2004;
ZAMBOLIM et al., 2005). O uso de cultivares resistentes € o método de controle mais
eficiente (SERA et al., 2007; BRITO et al., 2010). No entanto, a maioria das variedades
plantadas de café é suscetivel a doenca, e 0 seu controle é baseado na aplicacdo de fungicidas
(MAFFIA et al., 2009). Com a intensificacao das restricdes ao uso desses produtos, Haddad et
al. (2009), sugerem o controle biol6gico da ferrugem do cafeeiro como uma alternativa.

As primeiras constatacbes de controle bioldgico da ferrugem do
cafeeiro foram por observacGes de estruturas brancas de Lecanicillium lecanii (sin.

Verticillium lecanii, Verticillium hemileiae), nas pustulas em folhas do cafeeiro (SHAW,



1988; CARRION, 2002). A acdo entomopatogénica e micoparasitica de L. lecanii é
confirmada por Jackson et al. (2012), em estudos com Coccus viridis e Hemileia vastatrix, 0s
quais observaram o papel regulatdrio desse antagonista na ocorréncia da doenca. A efetividade
de L. lecanii em parasitar insetos, fitopatdgenos e nematoides evidencia seu potencial como
agente de biocontrole (VERHAAR et al. 1997; BENHAMOU et al., 2000; GOETTEL, 2008;).

Considerando 0s possiveis impactos da mudanga climatica na
agricultura, a importancia da cafeicultura para o pais, a necessidade de manejo da principal
doenca da cultura e a importancia de Lecanicillium no controle natural da doenca, esse
trabalho foi desenvolvido, visando: estabelecer metodologias para avaliar o efeito da radiacéo
UV-B sobre a germinacdo de conidios de Lecanicillium; selecionar isolados de Lecanicillium,
de diversas regides produtoras de café, tolerantes a radiacdo UV-B; avaliar a sensibilidade dos
conidios do bioagente em diversos estadios de desenvolvimento; avaliar o efeito da acéo
conjunta de radiacdo UV-B e temperaturas sobre a germinacao de conidios de Lecanicillium;
avaliar a acdo conjunta de radiagcdo UV-B e concentragdes de CO, do ar sobre a germinacéo de
conidios de Lecanicillium; avaliar o efeito da radiacdo UV-B no estabelecimento de

Lecanicillium em pustulas de ferrugem em discos de folhas de cafeeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

Entre os fatores ambientais que contribuem para a mudanca climética
estdo o aumento nas concentracBes de dioxido de carbono (CO,) atmosférico, de metano
(CHy), de oz6nio (O3) e outros gases, com consequente aumento da temperatura e da radiacao
ultravioleta (UV) na superficie da Terra (IPCC, 2007). Essa ultima, decorrente da reducéo da
camada de ozonio estratosférico (GODIN-BEEKMANN, 2010). Essa mudanca podera trazer
riscos aos ecossistemas (JOHNSON, 2003) e a agricultura (ORTH et al., 1990; FINCKH et al.,
1995).

O conhecimento dos provaveis impactos dessas mudancas sobre a
ocorréncia de doencas de plantas é de grande importancia para o setor agricola, pois permite a
elaboracdo de estratégias de controle (GHINI et al., 2007).

O oz6nio é um gas com alta capacidade de absorcdo de radiacdes
solares, e esta presente na estratosfera, camada que envolve a Terra numa faixa entre 12 e 50
km acima do nivel do mar, servindo como filtro seletivo a faixa ultravioleta (UV) que atinge a
superficie do planeta, garantindo a estabilidade dos ecossistemas (WU et al., 2009; GODIN-
BEEKMANN, 2010).

A luz solar que atinge a superficie da Terra inclui a radiagéo de luz
visivel (400-800 nm), radiacdo infravermelha (> 800 nm) e parte da radiagdo ultravioleta, que
é composta da radiacdo UV-B (280-320 nm) e UV-A (320-400 nm). Parte da radiacdo UV-B é

filtrada pela camada de ozénio e outros gases atmosféricos, sendo que apenas ondas de



comprimento acima de 290 nandmetros chegam a superficie do planeta. Dentre a radiacdo
ultravioleta que incide sobre a superficie terrestre, 95% correspondem a radiacdo UV-A e 5%
a radiagdo UV-B (SCHIAVE et al., 2009; PAUL, 2000).

Nas ultimas décadas esse filtro formado pela camada de ozénio vem
sendo danificado devido as atividades antrépicas, com perda estimada em 4 a 6% entre 1979 e
1999 em paises do hemisfério norte (HOLLANDSWORTH et al., 1995) e a diminuicdo do
ozOnio estratosférico ira aumentar a intensidade da radiacdo UV-B que atinge a biosfera
(QUAITE et al., 1992).

O principal causador da destruicdo do ozonio sdo os gases do grupo
dos clorofluorcarbonos (CFC) liberados na atmosfera pelo homem em processos industriais
(IPCC, 2007). Esses gases sdo transportados por correntes de ar acumulando-se,
principalmente, nos polos onde produzem as falhas conhecidas como “buracos na camada de
0z6nio” (JOHNSON, 2003; TANHUA et al., 2009). Esse efeito é mais acentuado no inverno,
quando temperaturas estratosféricas caem abaixo do limiar critico, provocando uma
substancial perda na camada de 0z6nio (VAN DER LEUN et al., 2003).

Outros fatores que influenciam a irradiancia localmente no planeta sdo:
os relacionados com aspectos geograficos, como estacdo do ano, altitude, latitude, angulo em
relacdo ao sol e fotoperiodo; e os ambientais como a nebulosidade e poluentes no ar. Esses
fatores definem fortemente a radiacdo incidente (MANDRONICH et al., 1998). Cabrera et al.
(1995) observaram maiores irradiancias com o aumento da altitude, enquanto que Piazena
(1996) verificou menores irradiancias em maiores latitudes.

Nesse cenario, onde se prevé uma maior exposicdo dos seres vivos a
radiacdo UV-B e 0 conhecimento de sua associacdo com problemas de salde humana e ao
ambiente, foi elaborado, em 1987, dentro do Programa das Nag¢bes Unidas para o
Desenvolvimento (PNUD), o Protocolo de Montreal em que paises signatarios, como o Brasil,
assumiram o compromisso de promover mudangas nos processos industriais com énfase na
substituicdo de tecnologias livres de substancias que destroem a camada de 0zonio, como o
CFC e o brometo de metila utilizado na agricultura. Mesmo com as mudancas efetivadas e a
reducdo na emissédo desses gases controlada, pesquisadores afirmam que a restituicdo dos

niveis de 0zbnio aos niveis anteriores a década de 1980 somente ocorrera a partir da metade do
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século 21 (HADER et al., 2003), sujeitando os habitantes do planeta aos efeitos nocivos dessa
perda por mais algumas décadas (McKENZIE et al., 2007; GODIN-BEEKMANN, 2010).

Na pesquisa biologica, a questdo da reducdo na camada de ozbnio e
alteracbes no espectro da radiacdo UV, demandou estudos sobre efeitos biologicos mais
realistas e foram desenvolvidas fun¢des de ponderagdo, como a “Biological Spectral
Weighting Function (BSWF)” (FLINT; CALDWELL, 2003). A BSWF tem papel importante
de estimar as implicacdes da reducdo do ozonio estratosférico. Elas sdo usadas para calcular o
aumento da radiacdo UV biologicamente efetivas devido a reducdo da camada ozonio
(“radiation amplification factor” — RAF). A BSWF é também utilizada para estimar gradientes
latitudinais da radiagdo solar UV e comparar a radiacdo solar UV com a radiacdo UV de
lampadas e filtros utilizados em experimentos (FLINT; CALDWELL, 2003).

Flint et al. (2009) verificam que o resultado da radiacdo UV de
lampadas comumente usadas em experimentos com intensificacdo da radiacdo UV-B ndo é
similar a radiacdo UV-B solar, e propde que a avaliacdo da diminui¢do da camada de ozonio
com uso de uma BSWF adequada ao sistema biologico estudado. Quaite et al. (1992)

desenvolveram um espectro de dano no DNA de plantas.que é também, usado em fungos.

2.1 Efeitos da radiacdo UV-B em doencas de plantas

As radiagdes UV-B e UV-A, provenientes do sol, exercem seus efeitos
de maneiras distintas. A UV-B é absorvida diretamente por acidos nucleicos, lipidios e
proteinas, o que leva a formacao de varios tipos de fotoprodutos que comprometem a estrutura
e a funcdo dessas macromoléculas (KUNZ et al., 2006). O DNA é um dos principais
cromoéforos da radiacdo UV-B. A absorcdo dessa radiacdo pelas bases nitrogenadas do DNA
causa a excitacdo de elétrons que migram para niveis de energia superiores e mais instaveis,
formando diversos fotoprodutos como: dimeros de pirimidinas do tipo ciclobutano 6-4,
fotoprodutos, isdmero Dewar, hidratos de pirimidina e glicois de timina. A radiagdo UV-B €
também fortemente absorvida por aminoacidos aromaticos, como a tirosina, o triptofano e a

fenilalanina. As formas reativas dos residuos desses aminoacidos podem sofrer autdlise,
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ocorrendo a desnaturagdo e a perda da funcdo bioldgica de enzimas e de proteinas
(GERHARDT et al., 1999). A radiacdo UV-A, por outro lado, exerce toxicidade de maneira
indireta através de formas reativas de oxigénio (ROS) como o peroxido de hidrogénio (H20,),
0 anion superéxido (O,), o radical hidroxila (OH) e o oxigénio singleto (*O,). Estes processos
séo dependentes do oxigénio.

Nas plantas a radiacdo UV, geralmente, causa alteracdes morfoldgicas
como a diminuicdo do tamanho do nimero de folhas, no aumento da ramificagdo ou no
perfilhamento (TERAMURA et al., 1994; ROZEMA et al., 1997). Essas modificacGes na
arquitetura da planta poderdo alterar a temperatura, umidade e luminosidade formando um
microclima favoravel a infec¢do das plantas por fungos e bactérias. Entretanto, exposicdo de
plantas a radiacdo UV estimula a expressdo de genes importantes para resisténcia a patdgenos
de plantas (KUNZ et al., 2006). A radiacdo UV-B € conhecida por agir na via metabdlica de
componentes que se assemelham com aqueles de defesa das plantas a patgenos. Estes
componentes incluem formas reativas de oxigénio (ROS), Oxido nitrico, calcio, &cido
jasmonico, acido salicilico, etileno e producéo de flavonoides e fenilpropanoides (MAZZA et
al., 2000). Desta forma, plantas que recebem maior irradiacdo UV poderdo ter os mecanismos
de resisténcia ao ataque de patdgenos afetados. Outras alteracGes fisiologicas nas plantas
causadas pela radiacdo UV incluem alteracdo do teor de proteinas solUveis e lipideos das
membranas, da estrutura e das propriedades quimicas da superficie foliar, incluindo ceras
(PAUL, 2000), promove também a maturidade e senescéncia das plantas (MANNING;
TIEDEMANN, 1995). A inibicdo da fotossintese devido ao aumento da radiacdo UV-B
também poderia resultar na redugdo de carboidratos sollveis o que favoreceriam a reducéo de
infecgdo por patdgenos (MANNING; TIEDEMANN, 1995).

Os danos causados pela radiacdo UV-B nessas biomoléculas, podem
resultar em acelerada degradacdo (CALDWELL et al., 1998; CALDWELL; FLINT, 1994),
levando a perdas na producdo em importantes culturas por reducdo na capacidade
fotossintética (ZHAO, 2004), alteracdo nos estadios fenologicos e diminui¢do na reproducéo
(MOHAMMED; TARPLEY, 2010). A reducdo do crescimento devido ao consumo energético
na producdo de compostos de defesa (JAAKOLA; HOHTOLA, 2010) e na protecdo do DNA
contra os efeitos dessa radiacdo (ROZEMA et al., 1997) é outro efeito da radiacdo UV-B em
plantas. O estresse da planta causado pela radiacdo UV-B pode torna-la mais resistente a
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estresses de origem abidtica (BALLARE, 2003). Antognoni et al. (2007) verificaram aumento
na producdo de flavonoides em Passiflora quadrangularis sob efeito do aumento da radiagéo
UV-B. Esses efeitos, no entanto, podem variar com a espécie da planta, cultivar e local do
plantio (PAUL et al., 2003), também podem ter efeitos regionais distintos: plantas de regides
altas do hemisfério sul apresentam maior adaptabilidade a radiacdo UV-B do que plantas de
regides baixas do hemisfério norte (TURUNEN e LATOLA, 2005).

A tolerancia de fungos a radiacdo UV-B é uma caracteristica com
grande amplitude em plasticidade fenotipica (BRAGA et al., 2001a; RANGEL et al., 2005;
RANGEL et al., 2006; RANGEL et al, 2004). Esta plasticidade fenotipica é uma resposta ao
meio ao qual a estrutura do fungo foi produzida. Quanto a restricdo a determinadas fontes de
carbono, Rangel et al. (2006) verificaram que os conidios de Metarhizium anisopliae foram
mais tolerantes a radiacdo UV-B quando produzidos em meio rico em carbono. Quanto ao
local de origem, os resultados de Braga et al. (2001a), com Metarhizium anisopliae obtidos em
diversos continentes, mostram que se pode esperar que populacdes de patégenos de plantas
provenientes de diferentes localidades, em consequéncia da variabilidade genotipica e
fenotipica, apresentem diferencas com relacdo a tolerancia da radiacdo UV-B.

A redistribuicdo geogréfica de patdgenos, vetores e hospedeiros é um
fator importante a ser considerado no cenario de mudanca climatica no que se refere as
atividades agricolas, pois poderdo ser afetados pela radiacdo ultravioleta (COAKLEY et al.,
1999).

Alvarado-Gutierrez et al. (2008), trabalhando com feijao (Phaseolus
vulgaris), avaliaram o efeito de doses da radiacdo UV-B e como resposta obtiveram plantas
com maior tolerdncia a Colletotrichum lindemuthianum. Resultados semelhantes foram
obtidos por Kunz et al. (2006), usando plantas de Arabdopsis thaliana e o patégeno biotrofico
Hyaloperenospora parasitica. Esses resultados demonstram que a radiacdo UV-B pode agir na
expressao de genes de resisténcia das plantas. No entanto, Orth (1990) chegou a resultados
divergentes estudando o desenvolvimento de doengas em cultivares de pepino (Cucumis
sativum L.) expostos diariamente a doses de UV-B. Esse autor concluiu que os efeitos da
radiacdo variaram dependendo da cultivar, duracdo da exposicdo, concentracdo do inoculo e

idade da planta.
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A radiacdo UV-B tem acdo nas relacbes patdgeno-hospedeiro e pode
interferir em aspectos fitossanitarios e na agricultura (RAVIV et al., 2004). Os mesmos
autores afirmam que os efeitos dessa radiacdo podem ocorrer diretamente nos patdgenos, nos
varios estadios de desenvolvimento, como na germinacdo, no tubo germinativo, no
crescimento das hifas e na esporulacdo, ou indiretamente por respostas da planta a exposi¢do
com modificagdes bioguimicas, ativacdo de mecanismos de defesa, indugdo de resisténcia,
alteracdo do espessamento das folhas e cuticula.

A tecnologia usada na agricultura para a protecdo de plantas, visando
uma producgdo que atenda a uma demanda crescente por alimentos, requer uso intensivo de
agrotoxicos. Dentro dessa previsdo, é necessario considerar as possiveis alteracfes na eficacia
dos principios ativos usados no controle das doencas e o impacto causado nesse novo
ambiente (BOXALL et al., 2009). Entretanto, a sociedade mostra preocupacdo com impactos
negativos dessa agricultura na saide e no ambiente e busca solugdes para a reducdo do uso
desses insumos (BETTIOL, 2008). Nesse sentido, uma das alternativas € o controle biolégico,
que propde o aproveitamento dos agentes de biocontrole, tanto 0s naturais quanto o
introduzidos, no manejo de doencas de plantas (MORANDI; BETTIOL, 2009). Entretanto,
existem fatores que interferem no sucesso do uso desses microrganismos, e entre eles, a
radiacdo solar (BRAGA et al., 2001 MORANDI et al., 2006). As radiagdes UV-B e UV-A
podem provocar alteracdes genéticas e morfoldgicas nos agentes de biocontrole, ou ainda
inativar os propagulos desses organismos resultando em ineficiéncia no controle (BRAGA et
al., 2001b). Costa (2011) observou que a radiacdo UV-B reduziu a presenca e o crescimento
de Clonostachys rosea, em condi¢fes de campo, sob efeito da radiacdo UV-B.

Na perspectiva de alteracdes na incidéncia dessa radiacdo na superficie
da Terra comprometer a eficiéncia em programas de controle biologico, deve-se buscar
isolados de agentes de biocontrole que possam tolerar essas mudancas (RANGEL et al., 2005).
Existe nimero consideravel de trabalhos sobre os efeitos da UV-B sobre entomopatdgenos
usados na agricultura. Para Metarhizium anisopliae, fungo amplamente usado no controle
bioldgico de pragas em cultura da cana-de-acucar, Braga et al. (2001b) analisaram os efeitos
na germinagdo de conidios expostos a radiacdo. Nessa mesma espécie foram estudados 0s
danos causados no DNA (BRAGA et al., 2002), as implicacdes do local de origem dos
isolados (BRAGA et al., 2001c) e a influéncia da coloragdo dos conidios na sobrevivéncia do
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fungo (BRAGA et al., 2006). Também Rangel et al. (2006) avaliaram os efeitos de fontes de
acucar sobre o desenvolvimento desse bioagente.

A radiacdo UV-B tem importancia na mesma grandeza para 0s agentes
de controle de fitopatdgenos. Em trabalhos com simulacdo de UV-B, Costa (2011) avaliou a
tolerancia de isolados de Clonostachys rosea e Trichoderma, a doses dessa radiacéo e o efeito
na germinacdo dos conidios nos diferentes estadios subsequentes de desenvolvimento e
verificou acdo deletéria da radiacdo nesses agentes de biocontrole e sensibilidade diferenciada
a cada fase do processo de germinacdo dos conidios. Algumas espécies do género
Trichoderma sdo amplamente estudadas e reconhecidas como agentes de controle de doengas
de plantas, com uma estimativa de aplicacdo em mais de 1,2 milhdes de hectares no Brasil em
2010 (BETTIOL, 2011). Costa (2011) avaliou o efeito de doses de UV-B em isolados desse
fungo para selecionar os mais tolerantes a radiacéo.

Espécies de fungos do género Lecanicillium tém atividade como
entomopatogenos e sdo usados em bioinseticidas comerciais (MICHEREFF FILHO et al.,
2009), sendo alguns isolados efetivos contra nematoides e fungos fitopatogénicos (GOETTEL
et al., 2008). A atividade hiperparasitica de Lecanicillium em ferrugem do cafeeiro (Hemileia
vastatrix) foi demonstrada por Mahfud et al. (2006) e por Vandermeer et al. (2009) e no oidio
do morangueiro (Sphaerotheca macularis) por Miller et al. (2004) e como antagonista do
bolor verde dos citrus (Penicillium digitatum) por Benhamou (2004). O potencial de
Lecanicillium psalliotae, como agente de biocontrole do nematoides foi demonstrado por Gan
et al. (2007) em estudos com Meloidogyne incognita. Esses resultados de sucesso confirmam o
potencial do uso de agentes de biocontrole na agricultura. Entretanto, o exiguo nimero de
trabalhos sobre os efeitos dos aspectos ambientais sobre esses organismos mostram a

necessidade de maiores estudos.

2.2 Ferrugem do cafeeiro

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, com uma

area plantada de 2,3 milhdGes de ha e cerca de 5,7 bilhdes de pes. S&o, cerca de, 287 mil
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produtores em 15 Estados. Em 2011, a producdo nacional foi de 43,5 milhGes de sacas de 60
kg. Para a safra de 2012 estima-se um aumento entre 12 e 20% devido a bienalidade da
cultura. Para o pais, representa a entrada de divisas na ordem de US$ 8,7 bilhGes e a geracao
de mais de oito milhdes de empregos na cadeia produtiva. Os principais destinos das
exportacdes brasileiras de café verde foram Estados Unidos, Alemanha, Italia e Japdo; de café
solivel foram Estados Unidos, Russia, Ucrénia e Japdo; e de café torrado e moido foram
Estados Unidos, Italia, Japao e Argentina (CONAB, 2012).

Um dos fatores responsaveis por essa posicdo é a utilizacdo de
cultivares altamente produtivas e adaptadas as mais distintas condi¢des edafoclimaticas. O
pais possui uma variedade de climas, solos, relevos, altitudes e latitudes que permitem a
producdo em diversas regides e uma ampla gama de tipos e qualidades de cafés (ASSAD et
al., 2004; CONAB, 2012).

O cafeeiro é uma planta perene de clima tropical, pertence a familia
das Rubiaceas e ao género Coffea. Reline mais de 100 espécies descritas e as duas espécies de
maior importancia econémica sao a Coffea arabica e a C. canephora (ZAMBOLIM et al.,
2005). No Brasil, predomina a espécie C. arabica respondendo por 74,5% da producédo
(CONAB, 2012). A temperatura ideal para C. arabica é entre 16 °C e 24 °C e fora desses
limites sdo inadequadas para o cultivo. O cafeeiro necessita de umidade disponivel no solo
durante a floracdo até o enchimento dos grdos (BOLDINI, 2001). Outros fatores climaticos
importantes na cultura do café sdo a umidade, a luz e a radiacdo solar que influenciam em
maior ou menor intensidade o desenvolvimento, intensidade e severidade de doencas (VALE
et al., 2000; CARVALHO et al., 2002). Lin (2007) verificou que cafeeiros cultivados em areas
sombreadas, sdo menos prejudicados por estresses hidricos e altas temperaturas, podendo ser
uma das alternativas para minimizar os efeitos das mudancas do clima.

Considerando-se 0s prognésticos de mudancas no clima para o0s
proximos 100 anos e mantidas as caracteristicas genéticas e fisioldgicas das atuais variedades,
a producdo nessas areas podera ser reduzida e a cafeicultura devera ser deslocada para regides
dentro dos limites climaticos aceitaveis para a cultura (ASSAD et al., 2004).

O cafeeiro € suscetivel a uma série de doengas causadas por virus,

bactérias, nematoides e, em maior nimero e importancia, os fungos. Entre esses, destaca-se
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Hemileia vastatrix, causador da ferrugem, responsavel por prejuizos em todas as regides
produtoras (ZAMBOLIM et al., 2005).

Os primeiros registros da ferrugem alaranjada do cafeeiro foram no
Ceildo nos anos de 1860, quando o agente causal foi descrito por Berkeley como Hemileia
vastatrix Berk. Em 1970 esse fungo foi constatado no estado da Bahia e, contrariamente a
outros paises onde a doenca expandia lentamente, no Brasil ocorreu rapidamente chegando em
poucos anos ao estado de S@o Paulo. E hoje, € um problema a ser controlado nos paises
produtores de café (ZAMBOLIM et al., 2005). Os sintomas da doenca sdo observados
primeiramente como manchas clordticas transldcidas na face abaxial das folhas com 1 a 3 mm
de didmetro, evoluindo para 1 a 2 cm em poucos dias. Nesses locais aparecem massas
pulverulentas de cor alaranjada, compostas por urediniésporos do patdgeno. Nas projecdes das
lesbes, na face superior da folha, as areas sdo de coloracdo amarelo palido. Com o aumento de
tamanho, a area central da lesdo torna-se necrética, com menor esporulacdo, e 0S esporos
produzidos podem ser esbranquicados. A cor alaranjada, caracteristica dos esporos, pode ser
mascarada pela presenca do hiperparasita Verticillium hemileiae Bour. Hemileia vastatrix,
pertencente a familia Pucciniaceae, ordem Uredinales e classe Basidiomycetes, € um fungo
biotréfico, com o ciclo de vida incompleto e a fonte de indculo sdo os uredindsporos
produzidos nas pustulas de folhas (AGRIOS, 2004; ZAMBOLIM et al., 2005). Esses esporos
podem sobreviver por até seis semanas em periodo seco e a disseminacao ocorre pela acdo do
vento, na execugdo de tratos culturais, no contato com insetos e outros animais, mas
principalmente, pelas dguas. Desse modo, o desenvolvimento da doenga no campo coincide
com o periodo de chuvas (ZAMBOLIM et al., 2005). A ferrugem alaranjada das folhas é a
mais importante doenca do cafeeiro e pode causar perdas de até 50% da producédo
(ZAMBOLIM et al., 1997) O controle da doenca é hoje baseado na aplicacdo de fungicidas
(MAFFIA et al., 2009). Entretanto, o uso intensivo de agrotoxicos tem acarretado problemas
ambientais (MORANDI; BETTIOL, 2009). E, ainda que esses fungicidas supram a
necessidade de controle da doenca, o uso de cultivares resistentes € 0 método mais eficiente e
ecologicamente correto (SERA et al., 2007; BRITO et al., 2010). Porém, considerando-se que
a maioria das variedades plantadas de café é suscetivel a doenga, que a variabilidade
fisioldgica e genética do patdgeno reduz a durabilidade da resisténcia e que ha restricdes ao
uso de fungicidas, Haddad et al. (2009) sugerem o controle bioldgico da ferrugem do cafeeiro.
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Entre as estratégias desse método, para o uso eficiente de antagonistas, deve se considerar,
além do modo de acdo, da ecologia, da fisiologia e da inducdo de defesa do hospedeiro, a

resisténcia a estresses ambientais (BETTIOL, 1991).

2.3 Controle bioldgico e Lecanicillium lecanii

Entre os diversos conceitos para controle bioldgico de doenca de
plantas, 0 mais abrangente e aceito pela comunidade cientifica é o formulado por Cook; Baker
(1983, p. 254) que o descrevem como “A reducdo da soma de indculo ou das atividades
determinantes da doenca provocada por um patégeno, realizada por, ou através de um ou mais
organismos que ndo o homem”. Em uma visdo mais pratica, o controle biologico de doencas
de plantas pode ser conceituado como sendo o controle de um microrganismo por meio de
outro microrganismo. O termo antagonista designa os organismos com potencial para interferir
nos processos vitais do patdgeno (MORANDI et al., 2009).

A efetividade do controle biolégico € relacionada com o
estabelecimento e manutencdo dos organismos no hospedeiro. Entre os principais fatores
abidticos que podem afetar a viabilidade de agentes microbianos estdo a temperatura e a
exposi¢do a radiacdo solar (WARRIOR et al., 2002). Assim, pode-se considerar que a
mudanca climéatica tem um potencial para o impacto no estabelecimento de agentes de
biocontrole (GOLDSON, 2006) no ambiente, bem como na sua eficiéncia. Bailey et al. (1996)
observaram que Bacillus thuringiensis, aplicado em folhas de videira expostas a radiacdo
solar, teve sobrevivéncia inferior a 50% apds 24 h da aplicacéo, e quando aplicado em folhas
sombreadas a sobrevivéncia foi superior a 60% depois de 48 h. Esse aspecto é importante
também para estabelecer o melhor periodo para aplicacdo de um agente de biocontrole, bem
como indica a necessidade de desenvolver formulacfes desses organismos com protecdo a
radiacdo UV-B. Reddy et al. (2008) aplicaram 10g/L do protetor solar Tinopal como adjuvante
contra os efeitos da radiacdo solar em conidios de Beauveria bassiana e ndo encontraram
resultados adversos.

Os mais importantes mecanismos de controle biologico sdo:

competicdo, parasitismo, predacdo, hipoviruléncia e inducdo de defesa (BETTIOL, 1991).
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Ghini (2005) constata que as possiveis modificagdes nos microrganismos presentes na
filosfera, as alteragdes na fisiologia e nos mecanismos de resisténcia das plantas, ainda nédo
estdo suficientemente esclarecidos. Coakley et al. (1999) concluiram que o efeito das
mudancas climaticas quanto ao manejo de doencas de plantas sera menos impactante para a
agricultura do que as adequagfes necessarias nos padrfes de uso de terras agricolas. E que 0s
patossistemas deverdo ser revistos para 0os modelos climéaticos previstos e por regides
especificas. O patossistema cafeeiro-Hemileia vastatrix (ferrugem) podera sofrer com as
alteracdes na incidéncia da radiacdo UV-B e sdo necessarios estudos prévios sobre os efeitos
dessa mudanca no clima sobre a cafeicultura.

Na literatura encontra-se grande numero de trabalhos sobre o
biocontrole da ferrugem do cafeeiro (MAFFIA et al., 2009). Entre os bioagentes estudados, e
Shaw (1988) e Carrion et al. (2002) observam a presenca de estruturas brancas de
Lecanicillium lecanii (Zimmerman) Zare e Gams (sin. Verticillium lecanii, Verticillium
hemileiae), nas pustulas em folhas do cafeeiro. A atividade de L. lecanii se estende para outros
fitopatdgenos, como Sphaerotheca fuliginea, agente causal do oidio das cucurbitaceas
(VERHAAR et al., 1997), e Penicillium digitatum, causador do bolor verde dos citros
(BENHAMOU et al.,, 2000). Em plantulas de aveia, Leinhos e Buchenauer (1992)
demonstraram que Vvarias espécies do género Verticillium podem penetrar e colonizar pustulas
de Puccinia coronata.

A acdo entomopatogénica e micoparasitica de L. lecanii foi constatada
por Jackson et al. (2012) em estudos com Coccus viridis (cochonilha verde do cafeeiro) e
Hemileia vastatrix. Os autores observaram a dindmica e intensa rede de interacfes entre
multiplas espécies confirmando o papel regulatério do fungo na ocorréncia da doenca. A
efetividade de L. lecanii contra insetos pragas, doencas de plantas e nematoides demonstra
potencial como agente de controle bioldgico. Entretanto, ainda ndo existem produtos
desenvolvidos para fitopatdgenos (VERHAAR et al., 1997; BENHAMOU et al., 2000;
GOETTEL, 2008).

Até recentemente, o género Verticillium englobou uma grande
variedade de espécies tendo como hospedeiros artrépodes, nematoides de plantas e fungos
(ZARE et al., 2008). Esse género foi redefinido a partir de resultados do sequenciamento de

rDNA, alocando os patdgenos de insetos dentro do novo género Lecanicillium (ZARE et al.,
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2008), onde estdo incluidos L. attenuatum, L. lecanii, L. longisporum, L. muscarium e L.
nodulosum, anteriormente classificados como Verticillium lecanii. Nessa revisdo, foram
mantidas as nomenclaturas usadas pelos autores. E no decorrer dos trabalhos, sera usado o
binbmio Lecanicillium lecanii, nomenclatura mais frequente na literatura, para esse
antagonista de Hemileia vastatrix.

Em folhas de cafeeiro, as hifas de V. lecanii entrelacam as estruturas
das pustulas de ferrugem formando uma massa branca e cotonosa. Desenvolve-se em meio
BDA a uma taxa de 29 a 33 mm ap0s dez dias de cultivo. Os conidioforos sdo cristalinos sob
microscopio estereoscopico. Fidlides com 9-40 x 0,8-2,4 um, mais largas na base e estreitas no
apice, com 4 a 10 grupos de 4 a 8, sdo dispostas em espiral produzindo no &pice conidios de
elipsoidais a cilindricos, e dimensdes entre 4-5,6 x 1,6-2,4 um (CARRION, 2002). Vega e
Claro (2007) descreveram espécies entomopatogénicas do género Lecanillium com
caracteristicas semelhantes, em coldnias incubadas a 21-24 °C em meio BDA. Observaram
que os conidios ndo sdo formados em cadeia e ndo formam clamiddsporos. Acrescentam que
espécies desse género diferem morfologicamente. Afirmam ainda que a eficacia desses
microrganismos como agentes de controle bioldgico é condicionada a temperatura e umidade.

Face ao exposto, conclui-se que um dos fatores limitantes do uso de
agentes de biocontrole é o estabelecimento em campo devido a radiacdo solar. Braga et al.
(2001a) demonstraram os efeitos danosos da radiacdo UV em entomopatégenos como
Metarhizium e Beauveria. Costa (2011) observou que a radiacdo UV-B reduziu a presenca e 0
crescimento do bioagente C. rosea em discos de folhas de morangueiro. No entanto, L. lecanii
e Acremonium album sdo usados em controle de pragas em diferentes condi¢cbes de UV
ambientais (HALL, 1980).

Isolados de L. lecanii podem expressar diferentes sensibilidades
durante o processo de germinacdo de conidios sob efeito da UV-B, o que permite a selecdo
dos mais tolerantes a maiores doses dessa radiacdo. Essa sensibilidade pode ser modificada
quando associada a outros fatores com previsdo de alteracdo na mudanca do clima, como
concentragdo de CO, do ar e temperatura. Os experimentos componentes desse trabalho

propdem conhecer o comportamento de L. lecanii no novo ambiente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolados de Lecanicillium

No presente estudo foram utilizados 10 isolados de Lecanicillium,
sendo um cedido da colecdo de microrganismos da Universidade Federal de Lavras (UFLA)
pelo Dr. Ludwig Pfenning, um da colecdo da Universidade Federal de Vigosa (UFV) cedido
pelo Dr. Luiz Antonio Maffia, um isolado do bioinseticida Vertirril® WP (Itaforte Ltda.) e
sete obtidos de lesdes de ferrugem em folhas de cafeeiro que apresentavam o crescimento
desse antagonista, coletadas em diferentes regides produtoras do estado de Sdo Paulo. Desses
isolados, sete foram depositados na colecdo de microrganismos da Embrapa Meio Ambiente
que utiliza a sigla CCMA como prefixo para codificacdo sequencial adotada pela empresa.
Para os demais foram mantidas as identificacdes do coletor (Tabela 1). O isolamento
diretamente das lesbes foi realizado no mesmo dia da coleta das folhas, por extracdo de
porcdes superficiais do micélio, caracteristico de L. lecanii, presentes nas lesdes de ferrugem,
com alca de platina flambada. O plaqueamento foi em meio BDA contendo 1 g/L de sulfato de
estreptomicina. Apds incubacédo por dez dias em BOD, a 22 + 1 °C e fotoperiodo de 12 h, foi
avaliada a de germinagdo de conidios, e posterior repicagem, multiplicacdo e preservagdo dos

isolados.



21

Tabela 1: Origem dos isolados de Lecanicillium avaliados quanto a sensibilidade a radiagdo UV-B.

Isolado Cultura de Local de Data
origem origem

CCMA-1144 N&o informado  Vertirril® Né&o informado
CCMA-1140 N&o informado UFLA Né&o informado
CCMA-1139 Né&o informado UFV Né&o informado
OTC-01 Café Jaguariuna SP Margo/2011
OTC-02 Cafe Jaguariuna SP Margo/2011
CCMA-1142 Café Jaguariuna SP Margo/2011
CCMA-1138 Cafe Jaguariuna SP Mar¢o/2011
CCMA-1141 Café Pedreira SP Margo/2011
CCMA-1143 Cafe Serra Negra SP Mar¢o/2011
SGI-01 Café Jaguariuna SP Marco/2011

3.2. Multiplicacéo e preservacao de Lecanicillium

Os isolados de Lecanicillium foram cultivados em placas de Petri
descartaveis de 5,0 x 1,0 cm contendo 8 mL de meio de cultura com de batata-dextrose-agar
(BDA) (Acumedia Manufacturers, Michigan), acrescido de 1 g/L de sulfato de estreptomicina
(Sigma Chemical Co., China). As placas foram mantidas em BOD a 22 + 1 °C por 7 a 10 dias,
com fotoperiodo de 12 h quando atingiram plena esporulacdo. Esses limites coincidem com os
usados por Monteiro et al. (2004) em estudos com esse fungo. Nessa fase, parte da cultura foi
repicada para novas placas para uso nos experimentos e parte foi preservada pelo método

Castellani em agua esterilizada.

3.3. Preparo das suspensdes de conidios utilizadas nos experimentos

No preparo das suspensdes foram usadas as placas conforme descrito

anteriormente, com 7 a 10 dias de incubacédo. Essas placas receberam 8 mL de agua destilada
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esterilizada mais Tween 80 (0,01% v/v) para extracdo superficial da massa de hifas e conidios,
com alca de platina. A suspensédo obtida foi transferida para tubo de ensaio e agitado por 20
segundos em agitador orbital. Com a desagregacdo do material, a suspensdo foi filtrada em
tripla camada de gaze autoclavado que, retendo as hifas e detritos, resultou na suspensao de
conidios para uso nos estudos de germinacdo. A concentracdo de conidios foi determinada em
camara de Neubauer e a suspensdo foi calibrada para 1 x 10° conidios/mL por ser a mais

adequada para esses ensaios, com base em testes preliminares.

3.4. Germinacao de conidios de Lecanicillium

Nos estudos sobre germinacdo, as suspensdes de conidios de
Lecanicillium foram preparadas conforme descricdo anterior, transferidas aliquotas para o
centro das placas com o meio de cultura e distribuidas por toda a superficie com alga de
Drigalsky. Imediatamente, os conidios foram expostos a radiacdo UV-B e a incubacdo nas
condigdes definidas para cada experimento. Ao final dos tempos de incubagéo foram aplicadas
duas gotas de azul de lactofenol por placa, sobre o meio de cultura, para interromper o
desenvolvimento do fungo, possibilitando a contagem de conidios germinados. A observacdo
dos conidios foi diretamente na placa sob microscépio estereoscopico, com ampliacdo de 250
vezes (Figura 1 A; B; C). Foi seguida a metodologia descrita por Braga et al. (2002)
considerando germinado o conidio com tubo germinativo com comprimento superior ao seu
maior didmetro. E o tempo adequado de incubacdo foi o que as hifas ainda ndo se
sobrepuseram, impossibilitando a visualizacdo individual e a contagem. Foram observados
300 conidios por placa e contados os germinados.

A sensibilidade dos isolados foi medida pela avaliacdo da germinacéo
relativa dos conidios que foi calculada utilizando a equagio: GERMINACAO RELATIVA =
(Gv/Gt) x 100; onde Gv é o numero de conidios germinados em cada replicata dos tratamentos

com diferentes variaveis e Gt é o nimero de conidios germinados nas testemunhas.
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A B C

Figura 1: Efeito da radiagdo UV-B na germinagdo de Lecanicillium lecani. Conidios observados em
microscopio estereoscopico com aumento de 250 vezes: A=99%; B=80%; C=30% germinados.

3.5. Camara de simulagéo de radiagéo UV-B

Duas camaras de radiacdo UV-B com a base de 1,2 x 0,5 m e altura de
0,6 m foram construidas em uma estante metalica (Figura 2A). Na parte interna superior foram
instalados soquetes para quatro ldmpadas fluorescentes UV-B 313EL (Q-lab Cleveland, OH) e
quatro lampadas fluorescentes luz branca, essas Gltimas, usadas para facilitar as atividades
durante os experimentos (Figura 2B). As lampadas UV usadas nos experimentos foram
envolvidas com uma folha de acetato de celulose de 0,13 mm de espessura (Mélaga, SP,
Brasil). Esse filtro permite a passagem da radiagdo UV-B na faixa 290400 nm e restringe as
radiagdes UV-C e espectros entre 280 e 290 nm, simulando a radiagdo solar incidente na
Terra. Durante a execugdo dos experimentos esses filtros sofreram desgaste e foram trocados a
cada trés horas de uso para evitar a perda de qualidade da radiagdo UV-B incidente nos
materiais em estudo (Figura 2C). A irradiancia nas camaras foi calculada com o auxilio de um
espectroradidmetro (Ocean Optics modelo USB2000 + rad) com medi¢Ges em uma superficie
plana a 33 cm de distancia das lampadas, com 50 pontos equidistantes de dez centimetros em
uma area util de 100 x 50 cm.
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A

Figura 2: Camaras de radiagdo UV-B utilizadas em todos os estudos. Nessa ilustragdo, observa-se
placas de Petri com meio de cultura onde os conidios estdo expostos a radiacdo a 33 cm de distancia
das lampadas (A), Irradiacdo de conidios de Lecanicillium em discos de folha de cafeeiro onde se
observa retangulos de papel aluminio protegendo os discos dos tratamentos sem exposicao a radiacao
(B) e troca do filtro de acetato de celulose das lampadas (C).

A irradiancia no interior das camaras foi calculada segundo o método
de Quaite, Sutherland e Sutherland (1992), chegando-se & média de 1.700 mW m™, com uma
energia de, aproximadamente, 6,18 kJ m#hora (Figura 3). Para estabilizacdo da radiacéo, as
lampadas foram ligadas 20 minutos antes do inicio dos trabalhos, e durante o tempo de
exposicdo as placas foram rotacionadas periodicamente para equalizar as doses de radiacéo
UV-B recebidas pelos microrganismos.
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Figura 3: Irradiancias medidas com o espectroradiémetro: A) Irradidncia média no interior da camara
de UV-B; B) Maior radiacao ultravioleta registrada no periodo do ensaio realizado ao meio dia sobre
dia sem nuvens.

3.6. Efeito de distancias das lampadas emissoras de radiacdo UV-B e tempos de

incubacdo na germinacao de conidios de Lecanicillium

O objetivo desse estudo foi estabelecer o melhor arranjo entre as
variaveis: dose de radiacdo por distanciamento das lampadas e tempo de incubacdo de um
isolado de Lecanicillium. Os resultados foram os limites de distancias e um periodo de
incubacdo que permitissem observar, em microscopio estereoscépico, os efeitos da radiacao
sobre a germinacdo dos conidios. O isolado usado foi o do produto comercial Vertirril® e os
conidios foram expostos a radiagdo por 2 h em camara de simulacdo de radiacdo. Os
tratamentos foram: distancia dos conidios as lampadas de 18, 33 e 48 cm e tempos de
incubacdo de 12, 24 e 36 h, em BOD a 22 + 1 °C no escuro. De uma suspensao de conidios na
concentracdo de 1 x 10°/mL, aliquotas de 30 pl foram transferidas para placas de Petri com
BDA+estreptomicina. As placas foram levadas abertas para exposi¢cdo dos conidios, em
camara de radiacdo nas distancias de 18, 33 e 48 cm das lampadas emissoras de UV-B (Figura
4). Ao final do tempo de exposicéo, as placas foram levadas tampadas para BOD a 22 + 1 °C.
Ao atingir cada tempo de incubacdo, foi aplicado azul de lactofenol nas placas

correspondentes aos tratamentos para interromper o desenvolvimento do fungo. A avaliacéo
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foi feita pela observacdo de 300 conidios por placa e contagem de germinados. O ensaio foi

repetido trés vezes com duas placas réplicas.

Figura 4: Irradiacdo de conidios de Lecanicillium em meio de cultura, com as placas de Petri expostas
a radiacdo em trés distancias das lampadas UV-B.

3.7 Efeito da associacdo do tempo de exposicdo a radiacdo UV-B e do periodo de

incubacdo na germinacao de conidios de Lecanicillium.

O objetivo desse estudo foi estabelecer o melhor arranjo entre doses de
radiacdo UV-B, usando diferentes tempos de exposicdo dos conidios a radiacdo e um periodo
de incubacdo, que permitissem observar, em microscopio estereoscépico, os efeitos dessa
radiacdo sobre a germinacdo dos conidios de Lecanicillium, do produto Vertirril®. Os
tratamentos foram os tempos de exposicao a radiacdo UV-B: 0 15; 30; 60; 90 e 120 minutos
em camara de radiacdo (Figura 5) e tempos de incubacéo de 12; 16; 20; 24 e 36 h a partir do
plaqueamento, em BOD a 22 + 1 °C, no escuro. Foi preparada uma suspensao de conidios na
concentracdo de 1 x 10°/mL e aliquotas de 30 ul foram transferidas para placas de Petri com
BDA+ sulfato de estreptomicina. As placas foram levadas abertas para a camara, para
exposicao dos conidios a radiacdo a uma distancia de 31 cm das lampadas emissoras de UV-B.
A cada tempo de radiacdo completado, as placas correspondentes a esses tratamentos foram
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protegidas da radiacdo com papel aluminio e mantidas no local. Ao final do ultimo tempo de
exposicédo, as placas foram levadas fechadas para BOD. Ao atingir cada tempo de incubacao,
foi aplicado azul de lactofenol para interromper o desenvolvimento do fungo. A avaliagéo foi
feita pela observacdo de 300 conidios por placa e contagem dos germinados. O ensaio foi

repetido trés vezes com duas placas réplicas.

Figura 5: Irradiacdo de Lecanicillium em meio de cultura. Observa-se papel aluminio sobre placas de
Petri protegendo os conidios da radiacdo UV-B, colocados quando completado o tempo de exposicdo
estabelecido para cada tratamento.

3.8 Efeito de doses de radiacdo UV-B na germinacdo de conidios de 10 isolados de

Lecanicillium.

Para conhecer a sensibilidade na germinacdo de conidios de
Lecanicillium e selecionar os mais tolerantes a radiacdo UV-B foram testados 10 isolados do
antagonista sob efeito de 3 doses da radiacdo. Nos experimentos foram preparadas suspensdes
de conidios dos 10 isolados (Tabela 1), na concentragdo 1 x 10, e transferidas aliquotas de.
30 pl para placas de Petri com meio de cultura BDA + sulfato de estreptomicina. As placas
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foram colocadas abertas na cdmara de simulagdo, para exposi¢do dos conidios a radiagdo, a
uma distancia de 31 cm das lampadas. Os tratamentos foram: exposi¢do de conidios dos 10
isolados a doses de radiacdo UV-B de 0; 4,12 e 6, 18 KJ m™, correspondentes aos tempos de
0; 40 e 60 minutos na camara de simulacdo de radiacdo. Nos tempos zero e 40 minutos, as
placas desses tratamentos foram protegidas da radiacdo com papel aluminio e permaneceram
no local até o ultimo tratamento. Completado o tempo do ultimo tratamento, todas as placas
foram levadas fechadas para BOD a 22 + 1 °C, no escuro, por 20 horas a partir do
plagueamento. Ao atingir o tempo de incubacéo correspondente foi aplicado azul de lactofenol
para interromper o desenvolvimento do fungo. A avaliagdo foi por observacao de 300 conidios
por placa e contagem de germinados. O experimento foi repetido trés vezes com duas placas

réplicas.

3.9 Estabelecimento da curva de sobrevivéncia de isolados de Lecanicillium expostos a
radiacdo UV-B.

O objetivo desse estudo foi estabelecer a curva de sobrevivéncia e a
dose letal 50% (DLso) de seis isolados de Lecanicillium expostos a radiacdo UV-B. Para tanto,
os tratamentos foram a exposicdo dos conidios as doses de 0; 1,54; 3,09; 4,63; 6,18; 7,72 e
9,27 KJ m™ correspondentes aos tempos de exposicdo de 0 (testemunha), 15, 30, 45, 60, 75 e
90 minutos, em camara de radiacdo a distancia de 31 cm das lampadas. Os isolados testados
foram: CCMA-1138, CCMA-1139, CCMA-1140, CCMA-1142, CCMA-1143 e CCMA-1144.
Aliquotas de 30 pl de suspensdes de conidios dos isolados, na concentracdo 1x 10° foram
transferidas para placas de Petri com meio de cultura BDA + sulfato de estreptomicina. Essas
placas foram levadas para a camara de simulacdo e mantidas abertas para exposicdo dos
conidios a radiacdo pelos tempos requeridos para cada tratamento. A cada tempo atingido, as
placas correspondentes as repeti¢cbes dos tratamentos foram protegidas da radiacdo com papel
aluminio e permaneceram no local. Ao término do ultimo tratamento, 0s antagonistas foram
incubados por 20 horas em BOD, a 22 + 1 °C, no escuro. Ao final do periodo de incubacao foi
aplicado azul de lactofenol para interromper o desenvolvimento do fungo. A avaliagdo foi por
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observacgdo de 300 conidios por placa e contagem de germinados. O experimento foi repetido

trés vezes com duas placas réplicas.

3.10 Sensibilidade dos conidios de Lecanicillium em diversos estadios de germinacgdo a
radiacdo UV-B.

O estudo teve por objetivo conhecer o efeito da radiagdo UV-B em
diversos estadios durante as primeiras horas de germinacdo dos conidios. Para os testes foram
observados os resultados de experimentos anteriores desse trabalho e foi selecionado o isolado
CCMA-1143, por ser o mais tolerante @ UV-B, e a dose 6,57 k] m™ dessa radiacdo (64
minutos de exposicdo), correspondente & dose letal 50% (DLsp). Os tratamentos foram a
exposicdo dos conidios a radiacdo em oito tempos de incubacdo apds o plaqueamento.
Aliquotas de 30 pl de suspensdes de conidios do isolado, na concentracdo 1 x 10°, foram
preparadas e transferidas para placas de Petri com BDA + sulfato de estreptomicina nos
tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 h antes da exposicdo a radiacdo. A cada tempo as placas
preparadas foram levadas para incubacdo do antagonista em BOD a 22 = 1 °C, no escuro.
Ap6s o ultimo tempo, as placas foram levadas abertas para a cdmara de simulacdo para
exposicdo dos conidios a radiacdo por 64 minutos. Nos tratamentos testemunha (sem
radiacdo), as placas foram protegidas com papel aluminio. Completado o tempo de exposi¢édo
a radiacgdo, as placas retornaram fechadas para incubacdo do antagonista por mais 20 h em
BOD a 22 + 1 °C. Ao completar esse periodo foi aplicado azul de lactofenol para interromper
o desenvolvimento do fungo. A avaliacdo foi feita pela observacdo de 300 conidios por placa e

contagem de germinados. O ensaio foi repetido trés vezes com duas placas como réplicas.

3.11 Efeito da associagéo de radiacdo UV-B e concentragdo de CO, do ar na germinacao

de conidios de Lecanicillium.
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O objetivo desse estudo foi conhecer a agéo conjunta da radiagdo UV-
B e da concentracdo de dioxido de carbono (CO,) do ar na germinagdo de conidios de
Lecanicillium. Baseado nos resultados dos experimentos anteriores foi selecionado o isolado
CCMA-1143, por ser o mais tolerante a radiacdo UV-B. A dose utilizada foi 6,57 ki m™ (64
minutos de exposicdo), correspondente a DLso. Aliquotas de 30 ul de suspenséo de conidios na
concentracdo de 1 x 10°/mL foram transferidas para placas de Petri com BDA + sulfato de
estreptomicina. Os tratamentos foram a incubacdo dos conidios por 20 h em 4 concentragdes
de CO,.do ar, apds a exposicdo a radiacdo UV-B. Para os tratamentos testemunha os conidios
foram incubados nas mesmas condic¢des, no entanto, foram protegidos da radiacdo com papel
aluminio. As placas foram colocadas abertas na cdmara de radiacdo e 0s conidios expostos a
UV-B por 64 minutos (DLsg). Decorrido esse tempo, as placas foram levadas abertas para
caixas com as seguintes concentracfes de CO, do ar: 667 £ 112 ppm, 855 + 273 ppm, 1245 +
214 ppm e 615 £ 69 ppm, ficando incubadas por 20 horas. Essa etapa do experimento foi
conduzida em uma sala climatizada com estrutura e instalacbes onde o CO; é injetado dentro
de caixas plasticas, nas quantidades suficientes para atingir as concentracdes desejadas. As
caixas plasticas foram vedadas com lamina de vidro, produzindo nos ambientes internos com
as diferentes concentracdes do gas. Ao atingir o tempo de incubacdo foi aplicado azul de
lactofenol para interromper o desenvolvimento do fungo. A avaliacdo foi feita pela observacao
de 300 conidios por placa e contagem de germinados. O ensaio foi repetido duas vezes com

cinco placas réplicas.

3.12 Efeito da associacao de radiacdo UV-B e temperatura na germinacdo de conidios de

Lecanicillium

O objetivo desse estudo foi conhecer a agdo conjunta de radiacdo UV-
B e temperatura na germinagdo de conidios de Lecanicillium. Baseado nos resultados dos
experimentos anteriores foi selecionado o isolado CCMA-1143, por ser o mais tolerante a
radiacdo UV-B. A dose utilizada foi 6,57 ki m™ (64 minutos de exposicdo), correspondente &

DLso. Aliquotas de 30 pl de suspensdo de conidios na concentracdo de 1 x 10°/mL foram
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transferidas para placas de Petri com BDA + sulfato de estreptomicina. As placas foram
levadas abertas para a cdmara de simulagdo e os conidios receberam a dose de radiacdo em 64
minutos de exposi¢do (DLsp). Completado o tempo de exposicdo, as placas foram levadas
tampadas para incubacdo do antagonista. Os tratamentos foram a incubacdo dos conidios
tratados com radiagcdo UV-B em BOD por 20 h, no escuro, nas temperaturas de 19, 22, 25 e 28
+ 1 °C. Os tratamentos testemunhas (sem radiagdo) foram mantidos na camara, protegidas
com papel aluminio, com incubacdo nas mesmas condic¢des. Ao atingir o tempo de incubacéo
foi aplicado azul de lactofenol para interromper o desenvolvimento do fungo. A avaliagéo foi
feita pela observacdo de 300 conidios por placa e contagem de germinados. O ensaio foi

repetido duas vezes com cinco placas réplicas.

3.13 Efeito da radiacdo UV-B no estabelecimento de Lecanicillium lecanii, isolado CCMA

1143, em lesBes de ferrugem do cafeeiro.

O objetivo desse experimento foi estudar o efeito da radiacdo UV-B no
estabelecimento de Lecanicillium em lesdes de ferrugem em folhas de cafeeiro. A metodologia
utilizada foi a de discos de folhas descrita por Eskes (1982). Para os testes foram observados
os resultados de experimentos anteriores desse trabalho e foi selecionado o isolado CCMA-
1143, por ser o mais tolerante a radiacdo UV-B. Foram utilizadas duas doses da radiacdo: 6,57
KJ m? (DLsg) e 13,14 KJ m™. Os tratamentos foram: (1) discos com les&o de ferrugem sem
receber radiacdo UV-B; (2) discos com lesdo de ferrugem e com exposi¢do as duas doses de
radiacdo UV-B; (3) discos com lesdo de ferrugem e Lecanicillium inoculado, sem a radiagédo
UV-B; (4) discos com lesdo de ferrugem e Lecanicillium inoculado, com exposi¢do as duas
doses de radiacdo UV-B. Para a instalacdo do ensaio, foram coletadas folhas de cafeeiro com
sintomas de ferrugem no estadio de esporulacdo. Com auxilio de furador de rolhas de 1,5 cm
de didmetro, foram sacados discos das areas contendo as les6es. Os discos foram colocados
com a superficie abaxial voltada para cima em placas de espuma com 1,0 cm de espessura,
saturadas com agua, contidas em caixas plasticas com dimensdes 30,0 x 40,0 x 5,0 cm, tendo

como tampas laminas de vidro transparente que possibilitaram a continuidade da fotossintese e
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mantiveram alta a umidade relativa. Nos tratamentos com Lecanicillium foram aplicados,
sobre os discos, 3 pl/cm? da suspensdo de conidios do isolado na concentracdo de 10 /mL,
com pulverizador manual. Apdés a aplicacdo da suspensdo de conidios, as caixas com os discos
e sem a cobertura de vidro foram levadas para a camara de simulacéo de radiacdo UV-B a uma
distancia de 31 cm das lAmpadas. Nos tratamentos sem a radiagdo, os discos foram protegidos
com folhas de papel aluminio. Decorridos os tempos de 64 e 128 minutos, correspondentes a
DLso para o isolado, e duas vezes essa dose, as bandejas foram novamente cobertas com as
laminas de vidro e levadas para sala de incubacdo na temperatura de 26 + 2 °C e fotoperiodo
de 12 horas, por até sete dias. Foram feitas inspecdes diarias até a observacdo dos primeiros
sintomas de Lecanicillium sobre as lesdes de ferrugem, quando foi realizada a primeira
avaliacdo. Foram feitas mais duas avaliacGes, 24 e 48 h apds a primeira. As variaveis
consideradas nas avaliacGes foram o inicio do aparecimento de sintomas, porcentagem de
discos com lesGes atacadas e porcentagem da &rea das lesdes colonizadas. Os tratamentos
tiveram duas repeticdes com 50 discos cada (Figura 6). Com os resultados obtidos foi
calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso do Antagonismo (AACPA). O experimento

foi repetido duas vezes.
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Figura 6: Bandeja com discos de folhas de café com os 4 tratamentos do experimento.
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3.14 Analise dos resultados

Na analise dos resultados foram utilizados os pacotes estatisticos SAS,
Assistat e SigmaPlot. Dados de germinacdo de conidios e da intensidade de doenca foram
analisados por andlise de variancia (ANOVA) e os tratamentos comparados pelo teste de
Tukey. Como o0s ensaios foram repetidos duas ou trés vezes e apresentaram dados
semelhantes, a analise foi realizada com o conjunto dos dados. Para andlise os dados de

porcentagem foram transformados em raiz (x+0,5).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito de distancias das lampadas emissoras de radiacdo UV-B e tempos de

incubacdo na germinacao de conidios de Lecanicillium

A dose de radiacdo UV-B, em 120 minutos de exposicdo, a distancia
de 18 cm das lampadas UV, inibiu totalmente a germinagdo dos conidios do isolado CCMA-
1144 de Lecanicillium, em todos os periodos de incubacdo. Houve resposta semelhante na
germinacdo, quando os conidios foram expostos a 33 cm de distancia e incubados por 12 e 24
h. Com 36 h de incubacdo o efeito dessa mesma dose de radiacdo foi o aumento na
germinacdo. Na distancia de 48 cm dos conidios as lampadas, a radiacdo UV-B causou
aumento significativo da germinacdo de conidios nos tempos de incubacdo 24 e 36 h e

inibicdo da germinacdo com 12 h de incubacédo (Tabela 2).



35

Tabela 2: Sensibilidade na germinacdo relativa (%) de conidios do isolado CCMA-1144 de
Lecanicillium lecanii sob efeito de duas doses de radiacdo UV-B e trés tempos de incubacéo.

Periodo de Distancia das lampadas
incubagdo 33cm 48 cm
12 h 0,11 bA 0,00 cA
24 h 6,00 bB 74,86 bA
36 h 39,98 aA 87,38 aA
CV (%) 37,45

Médias seguidas da mesma letra (minGsculas-colunas e maidsculas-linhas) ndo diferem entre si (Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade). Na andlise estatistica foram usados os dados das seis repeticdes,
correspondentes & soma das duas repetices dos trés ensaios. Para andlise os dados foram
transformados em raiz (x+0,5)2

4.2 Efeito da associacdo do tempo de exposicdo a radiacdo UV-B e do tempo de

incubacéo na germinacéao de conidios de Lecanicillium

Os resultados dos testes com o isolado CCMA-1144, indicaram que
nos tratamentos em que os conidios foram incubados por 12 h, houve inibi¢do da germinacao
nos tratamentos com radiacdo em todos os tempos de exposicdo, diferindo do tratamento sem
essa exposicdo que foi de 53,83% (tempo zero). A exposicdo por 120 minutos inibiu
totalmente a germinacdo dos conidios em todos os tempos de incubacdo. As doses de radiacdo
obtidas com os tempos 60 e 90 minutos de exposi¢cdo reduziram a germinacao dos conidios em
todos os tempos de incubacdo. Nos tempos de exposicdo 0, 30 e 90 minutos, ndo houve
diferenca entre os tempos de incubagdo. Nos tempos 15 e 60 minutos de exposicao, houve

aumento da germinacdo com 36 h de incubacéo (Tabela 3).
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Tabela 3: Germinacdo de conidios (%) do isolado CCMA-1144 de Lecanicillium lecanii expostos por
seis tempos a radiacdo UV-B e incubacdo por cinco periodos apds a radiacao.

Tempo de incubagéo
Germinacao (%)
16 horas 20 horas 24 horas 36 horas

Tempo de
exposicdo (min)

TO 7700aA 80,16 aA  84,00aA 99,66 aA
T15 50,83aB 71,33aAB 70,66 aAB 85,00 aA
T30 41,16 aA  4450aA  6583aA 62,71abA
T60 0,66 bB 13,66 bAB 8,83bB 39,10 bA
T90 04,83bA  1,33bA 1,66 bA 13,88 cA
CV (%) 31,33

Médias seguidas da mesma letra (minasculas-colunas e mailsculas-linhas) ndo diferem entre si (Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade). Na andlise estatistica foram usados os dados das seis repeticGes,
correspondentes & soma das duas repeticbes dos trés ensaios. Para andlise os dados foram
transformados em raiz (x+0,5) e néo foram considerados o tempo de incubagfo 12 h e o tempo de
exposic¢do 120 minutos, devido & inibicdo total.

4.3 Efeito de doses de radiacdo UV-B na germinacdo de conidios de isolados de

Lecanicillium

Os dados de germinacdo relativa dos conidios mostraram diferencas
significativas entre os 10 isolados testados (Tabela 4). Os isolados mais tolerantes a radiacdo
UV-B foram: CCMA-1138; CCMA-1143; CCMA-1141; CCMA-1140, seguido por CCMA-
1139; SIM-1. Os isolados mais sensiveis a radiacdo foram: CCMA-1144; OTC-2; OTC-1,
CCMA-1142. Houve diferenca significativa na germinacdo dos conidios do conjunto de todos
os isolados tratados com as doses 4,12 e 6,18 KJ m™ de radiagdo UV-B, sendo que a dose 6,18

KJ m™ causou maior reducio na germinaco (Tabela 4).
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Tabela 4: Germinag&o relativa de conidios (%) de 10 isolados de Lecanicillium lecanii expostos a duas

doses de radiacdo UV-B.

Isolado/Tratamento Germinacao (%)

CCMA-1144
OoTC1
OTC?2
CCMA-1138
CCMA-1142
SGI-1
CCMA-1143
CCMA-1141
CCMA1140
CCMA1139

36,80 ¢
56,30 bc
34,72 ¢
79,86 a
34,57 ¢
72,45 ab
81,28a
81,50 a
81,59 a
68,66 ab

4,12 KIm?
6,18 KI m™

74,32 a
51,24 Db

CV (%)

27,09

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade). Na
andlise estatistica foram usados os dados das seis repeti¢des, correspondentes & soma das duas
repeticBes dos trés ensaios. Para anélise os dados foram transformados em raiz (x+0,5)™.

4.4 Estabelecimento da curva de sobrevivéncia de isolados de Lecanicillium expostos a

radiacdo UV-B

Houve diferencas nas curvas de sobrevivéncia a radiacdo UV-B entre
os isolados de Lecanicillium CCMA-1142, CCMA-1138, CCMA-1139, CCMA-1140, CCMA-
1144 e CCMA-1143. As DL, dessa radiacao, para os isolados, obtidas por regressdo, foram:
1,54; 2,25; 2,46; 2,97; 3,49 e 6,57 kJ m™, respectivamente (Figura 7). O isolado CCMA-1143
foi, destacadamente, o mais tolerante & radiacdo UV-B, com DLsg 6,57 kJ m?, enquanto para

os demais isolados a DLs, foi entre 1,54 e 3,49 kJ m™ Na analise estatistica foram usados os

dados das 6 repeticdes, correspondentes a soma das 2 repeti¢fes dos 3 ensaios.



100 A

80 A

60 -

Germinagao (%)

20 A

’00\2“6.

AN

154 3 5.\ 2,97

CCMA-1144
CCMA-1142
CCMA-1138
CCMA-1140
CCMA-1139
CCMA-1143

0,00

1,54 3,08

4,62 6,16

Dose (KJ m?)

7,70

9,24

38

Figura 7: Curva de sobrevivéncia a radiacdo UV-B e DLsg para os isolados de Lecanicillium lecanii
CCMA-1138, CCMA-1139, CCMA-1140, CCMA-1142, CCMA-1143 e CCMA-1144.

4.5 Efeito da associacdo de radiacdo UV-B e temperatura na germinacao de conidios

de Lecanicillium

A dose de radiacdo usada nesse experimento foi de 6,57 KJ m?

correspondente a DLsy para o isolado CCMA-1143, obtida por regressdo, em experimento

anterior, quando incubado a temperatura de 22 + 1 °C. Nesse estudo, no tratamento com essa

mesma temperatura, a germinacdo dos conidios foi de 57,16%. Essa maior porcentagem de

germinacdo pode ter ocorrido por diferencas nos estadios de desenvolvimento do fungo e

maturacdo dos conidios, no preparo das suspensdes. Houve diferencgas significativas entre os

tratamentos com exposi¢do dos conidios a radiacdo e conidios sem a radiagdo. No tratamento

com incubacdo a 19 £ 1 °C houve drastica reducdo na germinacdo. Nos tratamentos com

temperatura de incubagdo de 22 £ 1, 25 + 1 e 28 + 1 °C houve aumento na porcentagem de

germinacdo de conidios, mas a diferenca ndo foi significativa. Nos tratamentos em que 0s



39

conidios ndo receberam radiacdo UV-B, ndo houve diferengas significativas entre as
temperaturas de incubacgéo (Tabela 5).

Tabela 5: Efeito da radiagdo UV-B associada as temperaturas de incubacdo na sensibilidade da
germinacdo de conidios do isolado CCMA-1143 de Lecanicillium lecanii.

Temperatura Com radiacao Sem radiacao

19+1°C 4,40 bB 82,63 aA
22+1°C 57,16 bA 88,03 aA
25+1°C 61,43 bA 87,80 aA
28+1°C 63,60 bA 88,13 aA
CV (%) 13,03

Meédias seguidas da mesma letra (mindsculas-colunas e mailsculas-linhas) ndo diferem entre si (Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade). Na andlise estatistica foram usados os dados das seis repeticdes,
correspondentes a soma das duas repeticdes dos trés ensaios. Para analise os dados foram
transformados em raiz (x+0,5)2

4.6 Efeito da associacdo de radiacdo UV-B e concentracdo de CO, do ar na

germinacao de conidios de Lecanicillium.

A germinacdo de conidios, expostos a radiacdo UV-B e incubados nas
4 concentragdes de CO2, foi entre 73,37 e 77,37%, ndo havendo diferenca significativa entre
o0s tratamentos. As germinacdes médias nesses tratamentos foram superiores a 73,25%, acima,
portanto, dos 50% esperados para a dose de radiacdo UV-B recebida (Tabela 6).
Possivelmente, esse resultado foi devido a temperatura de incubacdo (26 + 2 °C) da sala
climatizada usada no experimento. Em estudo anterior, com o mesmo isolado foi observado
aumento da germinacdo com o aumento da temperatura de incubagdo de conidios expostos a
mesma dose da radiacdo. No presente experimento, os conidios foram incubados em placas
abertas para possibilitar o contato com o CO, do ar e esse fator pode ter colaborado para a
maior porcentagem de germinacdo verificada. Houve diferenca significativa entre o0s

tratamentos com exposicao dos conidios a radiacdo UV-B e os tratamentos sem a radiagéo.
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Tabela 6: Efeito da radiacdo UV-B associada a quatro concentragdes CO, do ar na sensibilidade de
germinacdo de conidios do isolado CCMA-1143 de Lecanicillium.

GERMINACAO (%)

CONCENTRACAO COM SEM
DE CO, (ppm) RADIACAO RADIACAO
667 63,64 aB 84,8 aA
855 55,76 aB 86,83 aA
1245 63,47 aB 86,51 aA
615 58,42 aB 84,77 aA
CV (%) 10,74

Médias seguidas da mesma letra (minUsculas-colunas e mailsculas-linhas) ndo diferem entre si (Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade). Na andlise estatistica foram usados os dados das seis repeticdes,
correspondentes a soma das duas repeticdes dos trés ensaios. Para analise os dados foram
transformados em raiz (x+0,5)2

4.7 Sensibilidade dos conidios de Lecanicillium em diversos estadios de germinacéo a
radiacdo UV-B.

A germinacdo dos conidios de Lecanicillium dos tratamentos
testemunha (ndo expostos a radiacdo UV-B) foi préxima a 100% em todos os periodos de
incubacdo. Por outro lado, a germinacdo dos conidios irradiados imediatamente apds o
plagueamento (tempo 0) foi cerca de 50%, conforme o esperado para o isolado CCMA-1143,
exposto & dose 6,57 KJ m™. A incubacdo por 3 a 9 h, anteriores a irradiacdo, causou reducéo
da germinacdo de conidios de L. lecanii. Possivelmente, nesse periodo os conidios iniciaram o
processo de germinacdo, sendo mais sensivel a radiacdo UV-B. Conidios de Lecanicillium,
incubados por 6 h de incubacdo antes da irradiacdo, mostraram-se mais sensiveis, com
praticamente 100% de inibicdo da germinacdo (Figura 8). Em testes preliminares, os conidios
de L. lecanii CCMA-1143 germinaram ap0s 12 h de incubacéo (dados ndo apresentados). No
presente trabalho, apds 12 ou mais horas de incubacdo anteriores a exposicao a radiacdo UV-

B, a maior parte dos conidios ja estava germinada e ndo houve interferéncia do tratamento
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sobre a germinacdo. No entanto, outros testes sdo necessarios para avaliar o efeito da radiacdo

UV-B sobre o crescimento micelial do agente de biocontrole.

Germinacéo de conidios de Lecanicillium (CCMA 1143)
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Figura 8: Sensibilidade dos conidios de Lecanicillium lecanii (CCMA 1143) a radiagcdo UV-B, em

diversos estadios de germinagéo.

4.8 Efeito da radiacdo UV-B no estabelecimento de Lecanicillium lecanii, isolado

CCMA 1143, em les6es de ferrugem do cafeeiro.

As doses de radiacdo UV-B de 6,57 KJ m™? (DL50) e 13,14 KJ m™
diferiram significativamente entre os tratamentos com e sem inoculacdo de Lecanicillium,

indicando baixa ocorréncia natural do antagonista nas lesdes de ferrugem, na ocasido da

coleta das folhas. A observagéo dos primeiros sinais de Lecanicillium sobre as lesdes de

ferrugem foi em aproximadamente a 72 h de incubacdo, em todos os tratamentos. Nos

tratamentos com inoculagdo de Lecanicillium houve um evidente estabelecimento do

antagonista sobre as lesdes de ferrugem. Nos tratamentos com

inoculacdo de
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Lecanicillium, com as duas doses de radiacdo UV-B, houve aumento significativo no
estabelecimento desse agente de biocontrole (Figura 9).
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Figura 9: Efeito da radiacdo UV-B sobre a &rea abaixo da curva de progresso do antagonismo
(AACPA) de Lecanicillium lecanii, isolado CCMA 1143, sobre lesdes de ferrugem do cafeeiro. A)
radiacdo de 6,57 KJ m? e B) 13,14 KJ m?, respectivamente. Os dados representam a média de 200
discos de folhas de café.
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5. DISCUSSAO

Os efeitos danosos da radiacdo UV-B sobre fungos foram observados
em Metarhizium (BRAGA et al., 2001b) e em Verticillium lecanii (BRAGA et al., 2002). Essa
radiacdo é biologicamente ativa em plantas (JAAKOLA et al., 2010), bactérias e virus (PAUL,
2003), afetando ecossistemas e as relacbes patdgeno-hospedeiro (PAUL, 2000). As
metodologias estabelecidas nos estudos e os resultados do presente trabalho mostraram
variados efeitos da UV-B sobre isolados de Lecanicillium que poderdo subsidiar novos estudos
sobre esse potencial bioagente num cenario de mudanca climatica com previsdo de aumento
dessa radiacao.

Dos 10 isolados de Lecanicillium usados nos experimentos (Tabela 1),
trés sdo de origem geografica ndo informada (CCMA-1139; CCMA-1140 e CCMA-1144), e
foram usados para comparacdo nos testes de sensibilidade de germinacdo de conidios. Os
demais foram isolados de plantas dos municipios de Jaguariuna-SP (CCMA-1138; CCMA-
1142; OTC-1; OTC-2 e SGI-01), Pedreira SP (CCMA-1141) e Serra Negra SP (CCMA-1143),
com altitudes médias de 590, 900 e 1050 m, respectivamente. Conforme os resultados dos
estudos de Cabrera et al. (1995) e Piazena (1996), que verificaram maiores intensidades de
UV-B em regides de maiores altitudes, esperava-se encontrar, entre esses isolados, diferentes
tolerancias a essa radiacdo, em razdo de terem se adaptado as diferentes altitudes dos locais de
coleta. Os isolados CCMA-1143 e CCMA-1141, coletados a 1.050 e 900 m de altitude, estdo
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entre os mais tolerantes a radiacdo (Tabela 4). Braga et al. (2001c) discutem a variada
tolerancia a radiacdo UV-B entre isolados de Metharizium de diferentes locais de coleta.

A camara de radiacdo UV-B usada nos experimentos foi semelhante a
descrita por Costa (2011), que verificou a inativacdo de conidios de Clonostachys rosea e
Trichoderma spp. em poucas horas de exposi¢do. A irradiancia média interna, a 33 cm de
distancia das lampadas UV, foi 1.700 mW m™. Essa intensidade é aproximadamente duas
vezes a verificada por Braga et al. (2002), 800 mW m™, em Logan, Utah, USA, situada a 41,5°
de latitude N e 1.500 m de altitude, e trés vezes a irradiancia em Jaguariina SP, Brasil, 22,6°
de latitude S e 590 m de altitude, 651 mW m™ verificada por Costa (2011).

Os resultados dos testes preliminares para estabelecer a metodologia
para obter a dose de radiacdo UV-B e o periodo de incubacdo adequado para os estudos com
Lecanicillium (Tabelas 2 e 3), evidenciaram os efeitos de reducdo da germinacao e inativacao
dos conidios desse fungo. Resultados semelhantes foram verificados por Braga et al. (2002)
em estudo com Verticillium lecanii e por Costa (2011) em trabalho com isolados de
Trichoderma spp. e C. rosea.

Inicialmente os conidios foram expostos a trés diferentes distancias das
lampadas UV-B, por 120 minutos e, posteriormente, incubados por trés periodos distintos. Os
dados apresentados na Tabela 2 mostram que para o isolado CCMA-1144 a dose de radiacéo
recebida pelos conidios, expostos a 18 cm das lampadas UV, inativou esses propagulos, efeito
observado até 36 h de incubacdo. No periodo de 12 h de incubacdo ndo houve germinacdo dos
conidios. Esse tempo pode ter sido insuficiente para o inicio das observacGes. Quando
expostos a radiacdo a 33 cm das lampadas UV-B, foi verificado aumento da germinacdo com
36 h de incubacdo. Na distancia de 48 cm, esse aumento ocorreu com 24 h. A radiacdo pode
ter causado danos no DNA e outras macromoléculas (KUNZ et al., 2006), levando a perda da
funcdo bioldgica de enzimas e de proteinas (GERHARDT et al., 1999) e atrasos em func¢éo da
recuperacdo dos danos causados (BRAGA et al., 2002).

No experimento onde os conidios foram colocados a distancia Unica de
33 cm das lampadas UV e expostos por 6 tempos a radiacdo e em seguida incubados por cinco
periodos, verifica-se na Tabela 3 que nos tratamentos em que os conidios ndo foram
submetidos a radiacdo UV-B ocorreu aumento da germinagéo apés 24 h, comparado a 12 h de

incubacédo; no periodo de incubagdo 12 h houve diferenca somente entre os tratamentos com
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radiacdo e sem radiacdo; os tempos de exposicdo 15 e 30 minutos de exposicdo atrasaram a
germinacao no periodo de 12 h; a incubagdo dos conidios por um maior periodo proporcionou
um aumento da germinacao destes conidios; em 15 e 30 minutos de exposicdo, a incubacéo
por 16 h foi suficiente para aumentar a germinacdo; para 60 minutos de exposicdo foram
necessarias 36 h de incubagdo para aumentar a germinacéo dos conidios, enquanto que para 90
e 120 minutos os periodos de incubacdo ndo foram suficientes para ocasionar 0 aumento
(Tabela 3). Braga et al. (2002), em estudo sobre sensibilidade da germinacéo de V. lecanii,
observaram resultados semelhantes com a exposicdo dos conidios por até 240 minutos.
Entretanto, os autores usaram camara de radiagdo com lampadas de menor intensidade. Esses
resultados possibilitaram estabelecer a distancia de 33 cm das ld&mpadas UV aos conidios e o
periodo de incubacdo de 20 h como os mais adequados para os testes de sensibilidade da
germinacao de conidios e do estabelecimento de Lecanicillium em lesGes de ferrugem.

As metodologias utilizadas foram semelhantes as usadas por Braga et
al. (2002) em estudo com sensibilidade da germinagdo de conidios de V. lecanii em meio de
cultura e por Costa (2011) trabalhando com C. rosea em discos de folha de morangueiro.

No teste de selecdo de isolados de Lecanicillium tolerantes a radiacao
UV-B, a dose 6,18 KJ m™ causou maior reducéo da germinagdo de conidios comparada com a
dose 4,12 KJ m? Braga et al. (2001a) observaram resultados semelhantes com a maior
reducdo na germinacdo ou inativacdo de conidios de M. anisopliae expostos a doses crescentes
de radiacdo UV-B.

Os 10 isolados de Lecanicillium utilizados apresentaram diferentes
niveis de sensibilidade. O isolado CCMA-1142 o mais sensivel, com 34,57% de germinacao
relativa e 0 CCMA-1140 o mais tolerante com 81,59% (Tabela 4). Fernandes et al. (2007)
testaram a sensibilidade de 60 isolados de Beauveria spp. a radiacdo UV-B e a germinacédo de
conidios oscilou entre 0 e 80%, confirmando os resultados do presente trabalho. No entanto,
Costa (2011) testou a sensibilidade de Trichoderma a radiacdo UV-B e ndo observou diferenca
da germinacdo de conidios entre os isolados. O autor sugere que poderdo ocorrer essas
diferencas utilizando maiores doses de radiagao.

Nos testes para selecdo do isolado mais tolerante & radiacdo UV-B,
ficou evidenciada a diferenca de niveis de tolerdncia a doses crescentes de radiacdo UV-B,
entre os seis isolados de Lecanicillium testados (Tabela 4) observada nas curvas de
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sobrevivéncia, com destaque para as DLsp. As causas para esse efeito podem estar na
adaptacdo dos isolados aos locais de origem, com diferentes incidéncias de radiagdo UV-B
(PIAZENA, 1996), variabilidade genética (FERNANDES et al., 2007) e plasticidade
genotipica (BRAGA et al., 2001a; RANGEL et al., 2004; RANGEL et al., 2005; RANGEL et
al., 2006). O isolado CCMA-1143 foi 0 mais tolerante & radiacdo UV-B (DLso = 6,57 KJ m™)
e 0 isolado mais sensivel o CCMA-1142 com DLsy = 1,54 KJ m™.

Para estudar a sensibilidade de conidios de Lecanicillium em diversos
estadios de germinacéo foi utilizado o isolado CCMA-1143. A dose de radiacdo aplicada foi
6,57 KJ m? (DLso para esse isolado). Os tratamentos com conidios ndo expostos & radiacéo
UV-B apresentaram germinacdo proximo de 100% em todos os periodos de incubacdo. Os
conidios imediatamente irradiados (tempo O de incubacgédo) apresentaram germinacdo proxima
a 50%. A incubacdo por 3 a 9 h, anteriores a irradiacdo, causou reducdo da germinacdo de
conidios de L. lecanii. Possivelmente, nesse periodo os conidios iniciaram o processo de
germinagdo sendo mais sensivel a radiacdo UV-B. Conidios de L. lecanii incubados por 6 h
antes da irradiacdo mostraram-se mais sensiveis, com praticamente 100% de inibicdo da
germinacdo (Figura 6). Costa (2011) obteve as mesmas tendéncias para 0s agentes de
biocontrole C. rosea e Trichoderma. Braga et al. (2001a) estudaram os mesmos efeitos em
Metarhizium e observam que a radiacdo afeta distintamente varios estadios de germinagdo. Os
autores discutem que a maior sensibilidade foi verificada no estadio de maior atividade
metabolica quando ocorre a duplicacdo do DNA, durante a germinacdo. Essa macromolécula é
um croméforo da radiacdo ultravioleta-B (KUNZ et al., 2006).

Em testes preliminares, os conidios de L. lecanii CM 1143 germinaram
apo6s 12 h de incubacdo (dados ndo apresentados). Nesse estudo, ap6s 12 ou mais horas de
incubacdo anteriores a exposicdo a radiacdo UV-B, a maior parte dos conidios ja estava
germinada e ndo houve interferéncia do tratamento sobre a germinacao.

No estudo sobre os efeitos da radiacdo UV-B associada a temperaturas
foi utilizado o isolado CCMA-1143 e aplicado nos conidios a dose 6,57 KJ m™ de radiacéo
UV-B (DLs, para esse isolado). As temperaturas de incubacdo, apos a radiacdo foram de 19;
22; 25 e 28 °C, estando dentro da faixa favoravel para esse fungo (MONTEIRO et al., 2004).
N&o houve interacdo entre a radiacdo UV-B e temperaturas, exceto para 19 °C. Essa
temperatura causou drastica reducdo na germinacdo de conidios. Pearson et al. (1997)
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estudaram os efeitos da radiacdo UV sobre Serratia spp. e verificaram que as variaveis
temperatura e comprimento de onda da radiacdo UV interferem no tempo de sobrevivéncia em
cepas desse género de bactérias, aumentando o desenvolvimento sob temperatura ambiente em
comparacdo com o desenvolvimento em meio refrigerado, onde ndo houve multiplicacdo de
células. Nos tratamentos com temperatura de incubacdo de 22, 25 e 28 °C houve aumento na
porcentagem de germinacdo de conidios (Tabela 5), mas a diferenca néo foi significativa. Os
efeitos da temperatura sobre a germinacao de conidios foram semelhantes aos observados por
Zimmermann (1982) em estudo com M. anisopliae.

Nos testes sobre efeitos da agdo conjunta de radiagdo UV-B e
concentragcfes de CO, do ar na sensibilidade da germinagdo de conidios de Lecanicillium ndo
foram verificadas diferencas entre os tratamentos. Os resultados coincidem com os trabalhos
de Mendes (2009) sobre a associacdo da concentracdo de CO, do ar e o parasitismo da
ferrugem do cafeeiro por Lecanicillium longisporum. A autora conclui que os efeitos desse
antagonista independem da concentracao desse gas no ar.

Nos estudos sobre o efeito da radiacdo UV-B no estabelecimento de
Lecanicillium em lesdes de ferrugem em discos de folhas de cafeeiro observou-se que ocorreu
diferenga significativa entre os tratamentos com inoculagdo de Lecanicillium e tratamentos
sem a inoculacdo. Houve uma tendéncia de redugdo na incidéncia de Lecanicillium com a
maior dose de radiacdo e nos tratamentos sem inoculagdo a radiagdo UV-B reduziu a
incidéncia natural do antagonista nas lesGes de ferrugem. Nos tratamentos com a inoculacao
de Lecanicillium a radiagdo UV-B aumentou a incidéncia do antagonista (Figura 8). A reducéo
da incidéncia de Lecanicillium nos tratamentos ndo inoculados pode ter ocorrido devido a
diversidade genética do antagonista presente no hospedeiro, contendo cepas com diferentes
niveis de tolerancia a radiacdo UV-B, inativando os mais sensiveis. Nos tratamentos com a
inoculacdo do antagonista foi utilizado o isolado CCMA-1143 selecionado pela maior
tolerancia a essa radiacé@o nos testes anteriores desse trabalho.

A introducdo, em alta concentragdo, de conidios de um isolado
tolerante a radiacdo UV-B, possivelmente favoreceu o estabelecimento do antagonista nas
lesGes, considerando-se que a radiacdo pode ter alterado a microbiota do filoplano e o papel
regulatério das populagdes de microrganismos associados ao controle bioldgico natural da

ferrugem do cafeeiro. Apesar de ainda néo ser utilizado comercialmente esse antagonista para
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o controle da ferrugem do cafeeiro, é importante estudar todos os aspectos relacionados com o
seu potencial, pois com as possiveis alteracdes de sistemas de cultivos, ndo sé do cafeeiro,

esse antagonista podera ter o seu uso ampliado em curto espaco de tempo.
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. CONCLUSOES

A radiacdo UV-B é biologicamente efetiva sobre a germinacdo de conidios de

Lecanicillium lecanii.

Lecanicillium lecanii tem niveis de sensibilidade a radiacdo UV-B em diferentes estadios
de germinacdo de conidios e os seus isolados expressam diferentes tolerancias a radiacao
UV-B.

As variaveis temperatura e concentracdo de CO, do ar ndo interferem na sensibilidade da

germinacao de conidios de L. lecanii sob efeito da radiacdo UV-B.

As respostas da sensibilidade de L. lecanii sob efeito da radiacdo UV-B, nos testes em
lesGes de ferrugem em discos de folhas de cafeeiro, mostram tendéncias diferentes em

comparagdo com os resultados verificados nos testes em meio de cultura.
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