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RESUMO

DIAS, L.P. Luz visivel e limitacdo de oxigénio durante o crescimento micelial de fungos
entomopatogénicos alteram expressao génica e tolerancia de conidios a condicoes de
estresse. 2018. 82 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2018.

O efeito da exposicao a luz visivel e a limitagdo de oxigénio durante o crescimento micelial
foi investigado na tolerancia de conidios de dez fungos entomopatogénicos a: (A) radiagio
UV; (B) estresse osmotico causado pelo cloreto de potassio (KCl) e (C) estresse genotoxico
provocado por 4-nitroquinoline-1-6xido (4-NQO). No primeiro experimento, foi avaliado
o limiar de fotoativacao de Metarhizium robertsii. Foram estudadas quatro intensidades de
luz com 1, 3, 4 e 5 lumens, nas quais, foi avaliada a germinacao e o aumento de tolerancia
ao estresse osmotico. No segundo experimento, foi analisada a influéncia da luz branca no
aumento da tolerdncia a radiacdo UV, KCIl, e 4-NQO em dez espécies de fungos
entomopatogénicos. No terceiro experimento, foi avaliado a influéncia da luz branca, azul,
verde ¢ vermelha no aumento de tolerancia a radiagdo UV e estresse osmotico em M.
robertsii. No quarto experimento, foi avaliada a influéncia da limitagdo de oxigénio no
aumento de tolerdncia a radiacdo UV, KCI, e 4-NQO em dez espécies de fungos
entomopatogénicos. No quinto experimento, foi utilizado o isolado M. robertsii (ARSEF
2575), foi analisado a expressdo dos genes provavelmente envolvidos na indugdo da
tolerancia ao estresse quando conidios sdo produzidos sob luz visivel e limitacao de
oxigénio. No primeiro experimento, conidios produzidos sob a luz branca apresentaram
maior tolerancia ao estresse osmotico em comparagdo com os conidios produzidos no
escuro. Nao houve grande diferenca de tolerancia entre as intensitdades de luz testadas. No
segundo experimento, a luz branca induziu o aumento de tolerancia aos estresses em B.
bassiana (KCl e 4NQO), M. brunneum (KCl e 4NQO), M. robertsii (UV e KCl), T.
cylindrosporum (KCl), I. fumosorosea (UV), L. aphanocladii (KCl) e A. aleyrodis (KCl e
4NQO). No terceiro experimento, conidios produzidos sob a luz branca e azul, foram mais
tolerantes a radiacdo UV e ao estresse osmotico, conidios crescidos sob a luz vermelha
foram menos tolerantes. No quarto experimento, a hipoxia induziu o aumento de tolerancia
aos estresses em B. bassiana (UV, KCl e 4ANQO), M. brunneum (UV, KCIl e 4NQO), M.
robertsii (UV, KCl), M. anisopliae (UV e KCl), T. inflatum (KCl) e A. aleyrodis (KCI e
4NQO). A anoxia induziu o aumento de tolerancia ao estresse em seis isolados, B. bassiana
(UV e 4NQO), M. brunneum (KCl), M. anisopliae (KCl e 4NQO), M. robertsii (UV e KCl),
T. inflatum (KCl), A. aleyrodis (4NQO). O estresse nutritivo (MM) induziu o aumento de
tolerancia aos estresses em B. bassiana (UV, KCl e 4NQO), M. brunneum (UV e KCl), M.
robertsii (UV e KCl) e M. anisopliae (UV e KCl), T. cylindrosporum (UV), 1. fumosorosea
(KCI), T. inflatum (UV) e S. lanosoniveum (KCIl). No quinto experimento, os genes
superexpressos foram: Mrhsp30 (MM, luz branca, luz azul, vermelha, luz verde, anoxia),
Mrhsp101 (luz vermelh, a luz verde e hipoxia), Mr6-4 phr (MM, luz branca, luz azul),
Mrsod2 (MM, luz vermelha), Mrtps (luz azul, vermelha, verde e hipoxia), Mrprl (luz
verde). Neste estudo, a luz branca e limitagao de oxigénio foram determinantes no aumento
de tolerancia aos estresses.

Palavras-chave: Fisiologia de fungos, Luz visivel, Oxigénio, Tolerancia de conidios ao
estresse.



ABSTRACT

DIAS, L.P. Visible light and oxygen limitation during mycelial growth of
entomopathogenic fungi alter gene expression and conidia tolerance to stress
conditions. 2018. 82 p. Thesis (Doctoral of Science) - Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2018.

The effect of exposure of visible light and oxygen limitation during mycelial growth was
investigated in the tolerance of conidia of ten entomopathogenic fungi to: (A) UV radiation;
(B) osmotic stress caused by potassium chloride (KCl) and (C) genotoxic stress caused by
4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO). In the first experiment, the photoactivation threshold of
Metarhizium robertsii was evaluated. Four light intensities with 1, 3, 4 and 5 lumens were
studied, where germination and increased tolerance to osmotic stress were evaluated. In the
second experiment, the influence of white light without increasing the tolerance to UV, KCl,
and 4-NQO in ten species of entomopathogenic fungi was analyzed. In the third experiment,
the influence of white, blue, green and red light on the increase of tolerance to UV radiation
and osmotic stress in M. robertsii was evaluated. In the fourth experiment, the influence of
oxygen limitation on the increase of tolerance to UV, KCI, and 4-NQO in ten
entomopathogenic fungi species were evaluated. In the fifth experiment, the M. robertsii
isolate (ARSEF 2575) was used; an expression of the genes involved in the induction of
stress tolerance was analyzed when conidia are produced under visible light and oxygen
limitation. In the first experiment, conidia produced under white light presented greater
tolerance to osmotic aesthetics in comparative eaters. There were no major differences in
tolerance between tested light intensities. In the second experiment, white light induced
increased stress tolerance in B. bassiana (KCl e 4NQO), M. brunneum (KCI ¢ 4NQO), M.
robertsii (UV e KCl), T. cylindrosporum (KCl), I. fumosorosea (UV), L. aphanocladii (KCI)
e A. aleyrodis (KCI e 4NQO). In the third experiment, conidia produced under white and
blue light were more tolerant to UV radiation and osmotic stress, conidia grown under the
red light so tolerant. In the fourth experiment, hypoxia induced increased stress tolerance in
B. bassiana (for UV, KCI ¢ 4NQO), M. brunneum (UV, KCI1 e 4NQO), M. robertsii (UV,
KCl), M. anisopliae (UV e KCl), T. inflatum (KCl) e A. aleyrodis (KCl e 4NQO). Anoxia
induced higher tolerance in B. bassiana (for UV e 4NQO), M. brunneum (KCI), M.
anisopliae (KCl e 4NQO), M. robertsii (UV e KCI), T. inflatum (KCl), 4. aleyrodis (4NQO).
The nutritive stress (MM) induced increased stress tolerance in B. bassiana (UV, KCI e
4NQO), M. brunneum (UV e KCI), M. robertsii (UV e KCl) e M. anisopliae (UV e KCl), T.
cylindrosporum (UV), 1. fumosorosea (KCl), T. inflatum (UV) e S. lanosoniveum (KCl). In
the fifth experiment, the over-expressed genes were Mrhsp30 (MM, white light, blue light,
red, green light, anoxia), Mrhsp101 (red light, green light and hypoxia), Mr6-4 phr (MM,
white light, blue light), Mrsod2 (MM, red light), Mrtps (blue, red, green and hypoxia light),
Mrprl (green light). In this study, white light and oxygen limitation were determinants of
increased stress tolerance.

Keywords: Fungi physiology, Visible light, Oxygen, Conidia tolerance to stress.
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1 INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos sao impotantes agentes de controle biologico utilizado
como alternativa aos inseticidas quimicos em varios paises (ALSTON et al., 2005; LI et al.,
2010). Quando usado como micoinseticidas, estes fungos estdo sujeitos a varios tipos de
condigoes de estresse ambiental (RANGEL et al., 2015a), como calor solar (RANGEL et al.,
2010; SOUZA et al., 2014), radiacao ultravioleta (BRAGA et al., 2015; RANGEL et al.,
2015a), nutrientes (RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2008), agentes oxidantes
(AZEVEDO et al., 2014) e estresses osmoticos (STEVENSON et al., 2015).

A luz solar ¢ um fator ambiental chave que determina o comportamento de
organismos vivos. Entre as diversas respostas reguladas pela luz nos fungos, as observadas
comumente estdo associadas a processos fundamentais, como crescimento,
desenvolvimento, reproducao, metabolismo e ritmos circadianos (CORROCHANO, 2007;
HERRERA-ESTRELLA; HORWITZ, 2007). Além disso, o estudo realizado com o fungo
entomopatogénico M. robertsii demonstrou que a luz branca durante o crescimento micelial
induz a produ¢ao de conidios com alta tolerancia a radiacdo UV-B (RANGEL et al., 2011),
evidenciando a importincia de se investigar a influencia da luz visivel no aumento de
tolerancia a estresses em fungos entomopatogénicos.

Além a influéncia da luz, outro fator que pode afetar o metabolismo de fungos ¢ a
limitagdo de oxigénio. O oxigénio ¢ importante para grande parte dos organismos
eucariontes e a falta de oxigénio pode ocorrer com uma freqiiéncia bastante elevada,
dependendo do modo de vida do organismo (CAMILO; GOMES, 2010). No caso dos fungos
entomopatogénicos, as atmosferas ricas em oxigénio estimulam a producdo de conidios em
M. anisopliae var. lepidiotum (TLECUITL-BERISTAIN et al., 2010) e melhoram a
termotolerdncia em Isaria fumosorosea (MIRANDA-HERNANDEZ et al., 2014).
Novamente, dados da literatura evidenciam a importancia de estudar a influéncia de
diferentes concentragdes de oxigénio no aumento de tolerancia aos estresses.

Neste contexto, o presente estudo, teve como objetivo verificar os efeitos da luz visivel
bem como diferentes concentragdes de oxigénio no aumento de tolerancia a radiagdao UV,
ao estresse osmotico causado pelo KCI e ao agente genotoxico 4NQO em dez isolados de
fungos entomopatogénicos. Além disso, foi analisado a expressdo de genes que estdo
provavelmente envolvidos na indugdo da tolerdncia ao estresse quando conidios de fungos

entomopatogénicos sao produzidos sob o escuro, luz, meio minimo (MM), hipoxia e anoxia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Controle bioldgico

Controle biologico pode ser definido como qualquer atividade envolvendo inimigos
naturais vivos que visam reduzir ou suprimir uma populagio que represente uma praga. E
um método dentro do manejo integrado de pragas (MIP) que determina a seleg@o das taticas
no controle de pragas, baseadas nas analises custo/beneficio e impacto sobre produtores e
meio ambiente (EILENBERG; HAJEK; LOMER, 2001).

O uso indiscriminado de agrotdxicos tem sido durante muitos anos o principal meio
de controle de pragas em diversas culturas agricolas no Brasil e em diversas partes do mundo
(LT et al., 2010; PIGNATI et al., 2017). Com isso, sao causados varios desequilibrios
ambientais nesses ecossistemas, que vao desde a superpopulacdo de pragas, selecdo de
insetos resistentes, polui¢do dos solos e aquiferos até danos a saide humana (PEDIGO,
2002).

Os fungos entomopatogénicos sao importantes agentes de controle biologico que
podem ser usados como uma alternativa aos inseticidas quimicos utilizados na agricultura
para o controle de pragas e doengas devido a seguranca para os seres humanos e outros
organismos ndo-alvo e a reducdo de residuos de inseticidas nos alimentos (BARROS et al.,
2010).

No Brasil, os fungos foram os primeiros patdégenos de insetos a serem relatados. A
partir de 1964, a ocorréncia natural de M. anisopliae, comegou a despertar a atencao dos
pesquisadores. Em 1969 passou a ser estudada por diversos centros de pesquisa devido a
doenga das cigarrinhas da cana-de-agtiicar (ALVES, 1992; Ll et al., 2010).

Tem havido um interesse renovado em fungos como agentes de controle bioldgico no
Brasil. Varias novas empresas privadas, cooperativas, agricultores plantadores, bem como
usinas de agucar e alcool comegaram a produzir M. anisopliae, B. bassiana e Sporothrix
insectorum (ALVES et al., 2008; PARRA, 2014). Considerando as dificuldades na obtengao
de informagdes sobre a produgdo de fungos entomopatogénicos de todos os engenhos de
cana e empresas publicas e privadas, presume-se que a area pulverizada com fungos
entomopatogénicos ¢ em torno de um milhao de hectares. Isto ¢ consistente com os dados
mais recentes, revelando que 1.882 toneladas de Metarhizium, 95 toneladas de Beauveria, e

12,5 toneladas de Sporothix insectorum foram produzidas por ano em apenas 10 usinas ou
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empresas privadas nos estados de Alagoas e Sao Paulo (LI et al., 2010).

2.2 Fungos entomopatogénicos

Fungos entomopatogénicos sdo importantes para a agricultura e podem ser
encontrados em regides distintas da Terra. Devido a sua diversidade genética podem
parasitar diferentes hospedeiros (ROBERTS, 1989). A maioria dos representantes ocorre no
filo Entomophtoromycota € Ascomycota (HUMBER, 2012; SUNG et al., 2007).

Pelo menos 90 géneros e mais de 700 espécies de fungos sdo entomopatogénicos. Os
organismos mais estudados pertencem aos géneros Aschersonia, Beauveria,
Entomophthora, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces, Tolypocladium, e
Verticillium (HUMBER, 2011). Os mais estudados e usados em programas de controle
bioldgico sdo Metarhizium e Beauveria (LI et al., 2010).

O fungo M. anisopliae tem sido utilizado em larga escala como um agente de controle
biologico de grande eficacia, tendo como hospedeiro mais de 200 espécies de insetos, sendo
muito usado como bioinseticidas de cigarrinhas de cana - de agucar (LI et al., 2010). Assim
como o fungo B. bassiana ¢ uma espécie muito utilizada como micoinseticida em diversos
tipos de plantagdes para o biocontrole de pragas como a broca-do-café no Brasil e Colombia
(FARIA; WRAIGHT, 2007).

Os fungos sao particularmente bem adequados para o desenvolvimento como
bioinseticidas porque ao contrario das bactérias e virus que tém de ser ingerido para causar
doengas, fungos infetam insetos por penetracdo direta da cuticula e, em seguida, a
colonizagao da hemocele do inseto (ALVES, 1998; WANG, 2005).

Alguns fungos podem infectar diferentes estagios de desenvolvimento dos
hospedeiros, como os ovos, larvas, pupas e adultos (COOK et al., 1996). O processo de
infeccdo dos fungos entomopatogénicos ocorre através da adesdo e germinagao de conidios
na superficie do inseto, seguida de penetragdo fisica por um apressorio através da cuticula
(SOSA-GOMEZ, 2000). Além da penetracao fisica, ocorre a agdo de enzimas extracelulares
tais como proteases, lipases e quitinases que permitem a penetragao das hifas por hidrolisar
o exoesqueleto do inseto (FREIMOSER, 2005; LEGER et al., 1996). As hifas desenvolvem-
se na cavidade interna no corpo do hospedeiro, ocorrendo em seguida a liberagdo de
micotoxinas que sao metabolitos secundarios. As micotoxinas atuam contra o sistema
imunologico do hospedeiro, favorecendo assim o estabelecimento do patogeno (HOHL;

FELDMESSER, 2007). O micélio surge externamente do corpo do inseto produzindo
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esporos que poderdo ser dispersos no ambiente infectando assim outros insetos (SOSA-
GOMEZ, 2000) (Figura 1).

Os fungos filamentosos sao capazes de habitar diversos nichos ecologicos e os esporos
podem percorrer longas distancias através do ar o que o permite repousar em ambientes
diferentes de sua origem até que o fungo possa crescer, portanto ele deve ser capaz de se
adaptar rapidamente a qualquer ambiente, ajustando continuamente sua fisiologia, a fim de

aumentar a sobrevivéncia (BATEMAN et al., 1993).

Figura 1 — Aderéncia do esporo do fungo na cuticula do hospedeiro
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Fonte: Singh, Raina e Singh (2017).

2.3 Adaptacio a luz visivel em fungos

As espécies de fungos exibem a capacidade de resposta a luz em todo o espectro
visivel, desde ultravioleta ao vermelho distante. A gama de comprimento de onda perceptivel
abrange mais de dez ordens de magnitude, desde a luz de estrelas a pleno sol
(PURSCHWITZ et al., 2006). Esta capacidade tem base genética mediada por proteinas
fotossensiveis que sdao altamente conservadas em todo o reino dos fungos (LOSI, 2007).
Assim, uma variedade de fotorreceptores ¢ conservada em fungos (PURSCHWITZ et al.,
2006).

Fotorreceptores sdo moléculas que recebem fotons através de cromodforos que

absorvem a luz e transduzem energia dos fotons para dentro da célula (PURSCHWITZ et
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al., 2006). Em fungos sdo encontrados fotorreceptores, tais como, opsinas, fitocromos,
criptocromos e o complexo White Collar (WC) (SANCHEZ-MURILLO et al., 2004). Na
absor¢ao luminosa, estas proteinas fotorreceptoras sao auxiliadas por co-fatores, conhecidos
como cromé6foros (HERRERA-ESTRELLA; HORWITZ, 2007). Fungos utilizam
fotorreceptores com sensibilidades que cobrem todo o espectro de luz visivel. Sensor de
tensdo de oxigénio e luz (LOV) e criptocromos sdo predominantemente sensiveis a luz azul,
sensor rodopsina ¢ sensivel a luz azul e verde, e fitocromos absorvem a luz na maior parte
vermelha (HEINTZEN, 2012).

A luz visivel durante o crescimento micelial influencia: (1) o metabolismo primario
(DUNLAP; LOROS, 2006) e metabolismo secundario (BAYRAM et al., 2008; FISCHER,
2008); (2) inducao de proteinas de choque térmico Hsp 100 em Phycomyces (RODRIGUEZ-
ROMERO; CORROCHANO, 2006) que sao importantes na protecao das células contra
varias condi¢des de estresse por reparar as proteinas desnaturadas; (3) acumulagdo de
trealose em esporos de Neurospora crassa (SHINOHARA et al., 2002) que estabiliza as
proteinas no seu estado nativo e preserva a integridade das membranas; e (4) formagao dos
pigmentos melanina e carotenoides em diversas espécies de fungos (BUTLER; DAY, 1998).

A luz também promove a resisténcia a radiagdo UV em Cryptococcus neoformans
(VERMA; IDNURM, 2013). A luz tem estimulado a produ¢do de proteina de choque
térmico (HSP100) em Phycomyces (RODRIGUEZ-ROMERO; CORROCHANO, 2006),
além disso, a producdo de carotenodides e outros metabolicos em Neurospora crassa
(LUQUE et al., 2012).

A tolerancia dos conidios de M. robertsii produzidos em meio batata dextrose agar
suplementado com extrato de levedura (BDAY) sob luz branca continua foi duas vezes maior
do que os conidios produzidos em BDAY sob escuro continuo (RANGEL et al., 2011,
2015b). No fungo zigomiceto Phycomyces blakesleeanus, o gene hspA que codifica uma
proteina de choque térmico ¢ induzido pela luz azul (RODRIGUEZ-ROMERO;
CORROCHANO, 2006). Em A. fumigatus, a resposta a luz causou uma reducdo nas taxas
de germinagdo de conidios, aumento da pigmentagao das hifas e maior resisténcia a estresses

oxidativos (FULLER et al., 2013).

2.4 Adaptacio a diferentes condicdes de oxigénio

Além da influéncia da luz, outro fator que pode afetar o metabolismo de fungos ¢ a

limitagdo de oxigénio. A caréncia de oxigénio faz o metabolismo dos fungos sofrer
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mudangas significativas (MASUO et al., 2010). Essas respostas podem levar a mudangas no
estado fisioldgico e metabolico de células, o que lhes permitem lidar com o estresse
associado com restri¢ao de oxigénio (CAMILO; GOMES, 2010). Além disso, sabe-se que
os mecanismos de adaptagdo a hipoxia sdo variaveis e que esta condi¢do ¢ um fator na
viruléncia dos fungos patogénicos (ERNST; TIELKER, 2009).

Os genes que respondem a alteracdes na disponibilidade de oxigénio podem ser
colocados em duas grandes categorias: os genes “aerdbicos”, que sdo expressos de forma
ideal sob condi¢des de normoxia e genes “hipdxicos”, que sao expressos de forma o6tima sob
baixo teor de oxigé€nio ou condi¢des anoxicas (KWAST; BURKE; POYTON, 1998). Os
microrganismos podem se especializar como aerobios obrigatdrios ou anaerdbios
facultativos, ou tolerar niveis de oxigénio intermediarios. Em geral, a mudanga de normoxia
para hipoxia ou condigdes andxicas requer uma modificagdo enorme no metabolismo
energético (ERNST; TIELKER, 2009). Em condi¢des anoxicas ocorre a redugdo da
disponibilidade de ATP, essencial para fungdes celulares impedindo o crescimento celular.
A exposi¢ao prolongada a anoxia provoca a morte celular (MASUO et al., 2010). A auséncia
de crescimento radial em condi¢des anaerdbicas foi observada em A. fumigatus, onde o
estado de anaerobiose causou a inibi¢ao da germina¢ao (TAUBITZ et al., 2007).

Estudos recentes sobre o efeito da concentragao de oxigénio no rendimento e qualidade
dos conidios produzidos por fungos entomopatogénicos tém mostrado que a aplicacdo de
impulsos de oxigénio (O2 a 26%) melhora a producdo de conidios em Metarhizium
anisopliae (TLECUITL-BERISTAIN et al., 2010). Foi observada também em A. fumigatus
sob condicdes de hipoxia a inducdo a defesa ao estresse oxidativo, representando uma
caracteristica de adaptagdo a hipoxia (GRAHL et al., 2012). Além disso, foi relatado que
conidios de M. robertsii produzidos sob condi¢des de hipoxia (placas seladas) em meio

BDAY apresentaram um aumento de tolerancia ao calor (RANGEL et al., 2015b).

2.5 Tolerancia de fungos a diferentes estresses do meio ambiente

Fungos entomopatogénicos desempenham um papel crucial no controle de populacdes
de insetos pragas agricola. Estes fungos tém uma distribuicdo mundial e sdo encontrados em
uma variedade de ambientes e biomas (MEYLING; EILENBERG, 2006, 2007,
ZIMMERMANN, 2007). Sendo assim, os microrganismos que vivem em ambientes
diversos e frequentemente severos devem ser adaptados para lidar com uma ampla variacao

de estresses ambientais.
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Durante a infec¢do, os fungos entomopatogénicos devem suportar varias condicdes de
estresses inevitdveis como a radiacdo solar ultravioleta (BOGDAN; ROLLINGHOFF;
DIEFENBACH, 2000) e as mudangas de comportamento do inseto (HUNT; CHARNLEY,
2011). No entanto, apesar de um arsenal de adaptacdes para o meio ambiente, esses fatores
de estresse sdo obstidculos importantes para o sucesso no controle de pragas (EKESI;
MANIANIA; LUX, 2003; RANGEL et al., 2004). Portanto, estudos de estresse fungico sao
essenciais para melhorar a tolerancia ao estresse e resisténcia no meio de fungos patogénicos

de insetos (DE MENEZES et al., 2015; RANGEL et al., 2015a).

2.5.1 Radiaciao UV

Varias mudancas ambientais estdo ocorrendo nos ecossistemas terrestres, incluindo o
aumento da radiagdo solar ultravioleta e aquecimento nas latitudes mais elevadas
(CALDWELL et al., 2003). Alguns microrganismos sdo certamente expostos a intensa
radiacao UV-B incidente no campo, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, tanto
saprofitos como patdogenos (PAUL et al., 1997). Um dos principais agentes responsaveis
pelo controle das populag¢des naturais de fungos ¢ a fragdo ultravioleta (UV) do espectro
solar (PARNELL; BURT; WILSON, 1998; WILLOCQUET et al., 1996). As tentativas de
superar essas limitacdes ambientais se concentraram na selecdo de cepas mais tolerantes a
radiacio UV (BRAGA et al., 2001) e ao calor (RANGEL et al., 2005), alterando
geneticamente a expressao de genes relacionados a tolerancia ao estresse (RANGEL et al.,
2015b), ou manipulando a fisiologia do fungo para melhorar sua tolerancia ao estresse (DE
MENEZES et al., 2015; RANGEL et al., 2004; RANGEL; ALSTON; ROBERTS, 2008).

A radiacdo ultravioleta ¢ geralmente dividida em trés subcategorias conforme seu
comprimento de onda, UV-A (400-315 nm), UV-B (315-280 nm) e UV-C (100-280 nm). No
entanto, apenas UV-B e UV-A atingem a superficie da Terra, porque o ozonio reduz
drasticamente a penetracdo de radiagdo com comprimentos de onda menores que 320 nm
(BRAGA et al., 2015; CALDWELL; FLINT, 1997). O UV-A ¢ responsavel por cerca de
95% da energia total do espectro UV que atinge a superficie da Terra e UV-B € responsavel
pelos restantes 5%. A radiacao UV-B tem efeitos mais deletérios do que UV-A procaridticos
e eucarioticos (BRAGA et al., 2011; FLINT; CALDWELL, 2003).

O DNA ¢ a molécula-alvo mais sensivel a radiagdo UV-B na maioria dos sistemas
que foram estudados (QUAITE; SUTHERLAND; SUTHERLAND, 1992). Ao nivel

molecular, a radiagdo UV pode danificar proteinas, DNA, RNA e muitos outros constituintes
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celulares. A radiagdo UV-B ¢ diretamente absorvida pelo DNA e causa danos diretos no
DNA (e.g. dimeros de pirimidina). Entretanto a radiagdo UV-A (320-400 nm) ao nivel
celular a radiagdo UV-A causa estresse oxidativo e consequentemente causa danos indiretos
pela fotossensibilizacdo através da formacao de radicais superdxidos, o que resulta em
estresse oxidativo que pode danificar os componentes celulares como proteinas, lipidios e
DNA (FRIEDBERG, E. C., WALKER, G. C., SIEDE, W. 1995).

A luz solar inclui um conjunto variavel de condi¢des € os mais importantes sao a
intensidade e o contetido espectral (BRAGA et al., 2015). Alguns estudos com fungos foram
realizados usando luz solar natural (BRAGA et al., 2001b; FANG; ST. LEGER, 2012). No
entanto, devido as circunstancias incontrolaveis associadas ao trabalho ao ar livre, a maioria
dos estudos sobre o efeito da radiacao solar em fungos ¢ realizado em laboratdrio usando
lampadas fluorescentes UV-B, que geralmente sdo instaladas dentro de incubadoras
microbiologicas (BRAGA et al., 2001c; DE MENEZES et al., 2015; SANTOS et al., 2011;
XIAO et al., 2012). No entanto, o espectro de emissdo destas lampadas ¢ muito diferente do
espectro de radiacdo solar, por exemplo, a intensidade da radiacao UV-A emitida por essas
lampadas ¢ muito menor do que a luz solar. Conseqiientemente, a tolerancia fungica a
radiagdo UV determinada pelo uso de lampadas fluorescentes UV-B pode ndo se

correlacionar bem com a tolerancia a radiagao solar (BRAGA et al., 2015).

2.5.2 Estresse causado pelo genotoxico 4- nitroquinolina 1- 6xido (4NQO)

Embora o 1-6xido de 4-nitroquinolina (4-NQO) ndo seja conhecido no meio ambiente
do inseto, de acordo com varios estudos, ele danifica o DNA de maneira similar a radiacao
UV (NAIR et al., 2000; VASILIEVA, 2002). O composto quimico 4-NQO ¢ um potente
carcindgeno, ¢ tem sido usado como mutagénico em bactérias e fungos para estudos
genéticos sobre danos e reparo de DNA (DOWNES et al., 2014; THOMAS et al., 1991).
Além disso, 0 4-NQO causa mutagénese microbiana por quebra da cadeia de DNA e pela
producao de adutos de transferéncia de carga (DOWNES ET AL., 2014). Além disso, o 4-
NQO induz substituigdes em residuos de guanina e adenina, embora com uma preferéncia
muito maior pela guanina (DOWNES ET AL., 2014), produzindo danos de base, como
dimeros de pirimidina ciclobutana e fotoprodutos (6-4). Essas lesdes de DNA sdo geralmente
reparadas por mecanismos diferentes, incluindo reparo de excisdo de nucleotideos
(FRIEDBERG et al., 1995), fotorreativagao (ESSEN, 2006) e reparo de endonuclease UV
(YAJIMA et al., 1995). Além disso, o 4-NQO induz estresse oxidativo, evidenciado pela
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produgdo de oxigénio reativo in vivo em cepas de bactérias com varios defeitos na defesa
antioxidante (NUNOSHIBA; DEMPLE, 1993). Dado que o 4-NQO produz danos no DNA
que ¢ considerado semelhante ao causado pela radiagdo UV, procurou-se responder se a

tolerancia aos UV se correlacionaria com a resisténcia ao 4-NQO.

2.5.3 Estresse osmotico

Os principais fatores que influenciam a eficacia dos fungos entomopatogénicos como
agentes de controle biologico incluem temperatura e estresse osmotico (LIU; PENG; XIA,
2012). No campo, os conidios podem perder a viabilidade em poucas horas por irradiagdo
solar, e mesmo por uma quantidade limitada de 4gua, leva ao estresse osmotico (MONTIEL-
GONZALEZ et al., 2004). Além disso, na ultima etapa do processo infeccioso, os fungos
precisam adaptar-se a altas pressdes osmoticas na hemolinfa de insetos (WANG; DUAN;
ST. LEGER, 2008).

A capacidade de sobreviver ao estresse osmotico requer varias adaptagdes envolvendo
osmoregulacio (HOHMANN, 2002), transporte de ions, homeostasia e sintese de melanina
(KOGEJ etal., 2006). Nessas condigdes, os fungos ajustam seus potenciais de soluto internos
por acumulacdo de solutos, como glicerol, eritritol, manitol e trealose, o que reduz o
potencial interno da dgua e limita as perdas osmoticas (RANGEL et al., 2015b). O glicerol
e eritritol s3o considerados os maiores compostos osmoregulatdrios em Aspergilus nidulans,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Paecilomyces farinosus implicando que o
conteudo foi elevado apods o crescimento em meio osmoticamente alterado com cloreto de
potassio (HALLSWORTH; MAGAN, 1994; HALLSWORTHT; MAGAN, 1995).

Neste trabalho, o cloreto de potéssio ¢ utilizado porque o KCI € um estressor osmético
ambientalmente onipresente em diversos habitats de fungos (DE LIMA ALVES etal., 2015).
Além disso, ja foi utilizado em outro estudo com o fungo entomopatogénico Metarhizium
robertsii, onde apresenta respostas semelhantes ao KCI e ao NaCl (RANGEL; ANDERSON;
ROBERTS, 2008).

2.5.4 Estresse nutritivo
A viabilidade, o desenvolvimento e crescimento vegetativo, a germinacao dos

conidios, a conidiogénese, o numero de conidios produzidos, a viruléncia, a capacidade de

ter tolerancia a condigdes adversas de umidade, luz (raios ultravioleta), temperatura, sdo



24

alguns dos aspectos que ja foram demonstrados serem influenciados pelo meio de cultura e
condi¢des de cultivo na produgdo do fungo (RANGEL et al., 2012; RANGEL 2015a).

Quando o fungo Metarhizium anisopliae foi crescido em meio de estresse osmotico,
apresentou conidios com maior viruléncia, entretanto, este meio limitou o crescimento do
fungo e a conidiagdo ¢ drasticamente reduzida. O rendimento maximo de conidios foi
alcangado no meio com relagdo C:N de 35:1, relagdo semelhante & do meio SDA e MM
(SHAH; WANG; BUTT, 2005).

Viarios estudos tém sido realizados para aumentar geneticamente ou fisiologicamente
a tolerancia de fungos entomopatogénicos a diversos estresses. Um dos meios mais faceis
(fisioldgico) € crescer o fungo em meio de cultura pobre em fonte de carboidrato ou em
meio rico contendo cloreto de s6dio ou cloreto de potéssio, desta forma produzindo conidios
altamente tolerantes a outras formas de estresse, entretanto, esta indugao fisioldgica produz
baixa quantidade de conidios (RANGEL et al., 2012; RANGEL; ALSTON; ROBERTS,
2008; RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2006). Os fungos entomopatogénicos que
vivem no solo sdo geralmente oligotroficos, e portanto, podem crescer as custas de baixos

niveis de carboidratos e nitrogénio (RANGEL et al., 2015a).
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho ¢ avaliar a influéncia da exposicao da luz visivel e

diferentes concentracdes de oxigénio no aumento da tolerancia a diferentes estresses fisicos

e quimicos em dez espécies de fungos entomopatogénicos.

Objetivos especificos

Como objetivos especificos, procurou-se determinar:

a)

b)

Os requerimentos energéticos de luz e limite para fotoativacdo de fungos induzindo
aumento de tolerancia dos conidios;

As tolerancias a radiagdo ultravioleta (UV) solar, cloreto de potéassio (KCl) e 4-
nitroquinolina-1-oxido (4NQO) de conidios produzidos sob luz branca e no escuro;
As tolerancias a radiagdo UV, KCIl e 4NQO de conidios produzidos sob condigdes
de hipoxia e anoxia;

Se o crescimento do micélio em diferentes comprimentos de onda da luz visivel: e.g,
azul (440-445 nm), verde (500-570 nm) e vermelho (620-730 nm) induz aumento de
tolerancia ao estresse osmoético e a radiagao UV;

A expressao de genes que estdo provavelmente envolvidos na inducgdo da tolerancia
ao estresse quando conidios de fungos entomopatogénicos sdo produzidos sob o
escuro, luz branca, luz azul, luz vermelha, luz verde, meio minimo (MM), hipoxia e

anoxia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Etapas do estudo

Para melhor compreensao de todo o processo, o estudo foi dividido em cinco etapas:

Primeira etapa: Foi necessario definir o limiar de fotoativacdao. Nesse estudo foi utilizado
apenas o isolado Metarhizium robertsii (ARSEF 2575), que ¢ utilizado como modelo e ja
tem estudos relatados ao efeito de luz. O isolado foi crescido em diferentes luminosidades,
onde foi avaliado a germinagdo, a tolerancia ao estresse osmotico causado pelo cloreto de
potassio (KCI) (Figura 2a).

Segunda etapa: Apo6s definir a quantidade de energia necessaria. Os dez isolados de fungos
entomopatogéncos foram crescidos sob o escuro, luz branca, estresse nutricional (MM),
respectivamente. Posteriormente, foi avaliada a sobrevivéncia quanto a tolerancia a radiagao
UV, estresse osmotico pelo cloreto de potéassio (KCl) e estresse causado pelo agente
genotoxico 4NQO (Figura 2b).

Terceira etapa: Foi estudado apenas o isolado M. robertsii (ARSEF 2575). O isolado foi
crescido sob a luz branca, azul, vermelha e verde, e foi avaliada a tolerancia a radiacao UV
e o estresse osmotico (Figura 2c¢).

Quarta etapa: No quarto experimento, os dez isolados de fungos entomopatogéncos foram
crescidos sob estresse nutricional (MM), normoxia, estresse hipdxico e andxico,
respectivamente. Posteriormente, foi avaliada a sobrevivéncia quanto a tolerancia a radiagao
UV, estresse osmotico e estresse causado pelo agente genotoxico 4NQO (Figura 2d).
Quinta etapa: No quinto experimento, o foi utilizado o isolado M. robertsii (ARSEF 2575),
que apresentou 6timos resultados quanto ao aumento de tolerancia aos estresses quando
crescido sob a luz visivel, hipoxia e anoxia. Foi analisado a expressao dos genes que estao
provavelmente envolvidos na indug¢do da tolerancia ao estresse quando conidios foram
produzidos sob o escuro, luz branca, luz azul, luz verde, luz vermelha, MM, hipoxia e anoxia

(Figura 2e).



Figura 2 — Fluxograma das etapas experimentais: (a) Primeira etapa; (b) Segunda etapa; (c) Terceira etapa;
(d) Quarta etapa. (¢) Quinta etapa.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2 Isolados

Foram utilizados dez isolados de fungos entomopatogénicos obtidos da USDA-ARS
Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures (ARSEF; Robert W. Holley Center for
Agriculture & Health, Ithaca, NY, USA) (Tabela 1). Os fungos foram mantidos a 26 °C em
placas de Petri (90 cmx15 cm) em meio BDA (Batata Dextrose Agar, Difco™) com o pH
ajustado a 6.9. Os isolados foram escolhidos de acordo com a pigmentagdo sendo que os
isolados Metarhizium brunneum (ARSEF 1187), Metarhizium robertsii (ARSEF 2575) e
Metarhizium anisopliae (ARSEF 5749) possuem a coloragdo verde escura, o isolado
Beauveria bassiana (ARSEF 252) possui coloragdao branca, os isolados 7Tolypocladium
cylindrosporum (ARSEF 3392), Tolypocladium inflatum (ARSEF 4877), Lecanicillium
aphanocladii (ARSEF 6433) e Simplicillium lanosoniveum (ARSEF 6651) apresentam a
coloracdo hialina, o isolado Isaria fumosorosea (ARSEF 3889) apresenta de coloracao lilas
e o isolado Aschersonia aleyrodis (ARSEF 10276) apresenta coloragdo laranja, sendo o

unico isolado a produzir o pigmento carotenoide (Tabela 1).

Tabela 1 - Linhagens de fungos entomopatogénicos

# Isolados Epécies Substrato/Hospedeiro Origem geofrafica Ano
Leptinotarsa decemlineata

1 ARSEF 252 Beauveria bassiana [Coleoptera: Chrysomelidae] ~ Orono, Maine, USA 1978
Oxycanus sp. [Lepidoptera:

2 ARSEF 1187  Metarhizium brunneum Hepialidae] Palmerston North, New Zealand 1966
Curculio caryae [Coleoptera:

3 ARSEF 2575  Metarhizium robertsii Curculionidae] South Carolina, USA 1988

4 ARSEF 3392  Tolypocladium cylindrosporum  Solo Nepal 1991
Bemisia tabaci [Homoptera:

5 ARSEF 3889  Isaria fumosorosea Aleyrodidae] Hawaii, USA 1993
[Coleoptera: Scarabaeidae:

6 ARSEF 4877  Tolypocladium inflatum Aphodiinae] Danby, New York, USA 1994
Schistocerca piceifrons

7 ARSEF 5749  Metarhizium anisopliae s.1. [Orthoptera: Acrididae] Cerro de Ortega, Colima, Mexico 1992

Pontes e Lacerda, Mato Grosso,

8 ARSEF 6433 Lecanicillium aphanocladii Triangulo Agroindustrial S.A.  Brazil 2001
Leptopharsa heveae

9 ARSEF 6651  Simplicillium lanosoniveum [Hemiptera: Tingidae] French Guiana 2000

10 ARSEF 10276 Aschersonia aleyrodis Cochonilhas em goiabeira Sao José¢ dos Campos, SP, Brazil 2011

Fonte: Arquivo pessoal
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4.3 Meios de cultura e condi¢oes de cultivo

Os conidios foram retirados da cultura estoque de cada isolado mantida a 4 °C em
tubos de ensaio com o meio batata dextrose agar (BDA) (Difco Laboratories, Sparks, MD,
USA) e suspensos em 1 mL de solucdo estéril de Tween 80 (0,01% v/v) [Sigma-Aldrich
Corporation, EUA] em microtubos de 1,5 mL.

Os conidios foram produzidos em 23 mL dos meios de cultura BDA ou meio minimo
(MM) [0,2% de NaNOs, 0,1% de KoHPO4, 0,05% de MgSO4, KCI de 0,05%, 0,001% de
FeSO4 e 1,5% de Bacto Agar (Becton, Dickinson e CO, USA)] em placas de Petri de
poliestireno (95 x 15 mm). O crescimento sob estresse nutritivo foi usado como controle
positivo, uma condi¢do que sempre produzira em M. robertsii (ARSEF 2575) conidios com
alta tolerancia ao estresse (RANGEL et al., 2012; RANGEL; ALSTON; ROBERTS, 2008).
O pH de todos os meios foi ajustado para 6.9.

De cada suspensdo de conidios, o inéculo de 100 pl (1 x 107 conidios ml™!) foi
uniformemente espalhado na superficie do meio de cultura. As culturas foram incubadas a
26 + 1 °C e aproximdamente 90% de umidade relativa (UR) por 14 dias. Trés diferentes lotes

de conidios foram produzidos, um para cada replicata de cada tipo de estresse experimental.

4.4 Requerimentos energéticos e limiar para fotoativacdo utilizando diferentes

intensidades de luz branca em Metarhizium robertsii

A fim de veridicar qual o requerimento energético necessario ¢ o limite para a
fotoativacao, foi analisado a influéncia de diferentes intensidades de luz branca no isolado
Metarhizium robertsii, que ¢ considerado modelo de estudos e ja apresentou aumento de
tolerancia quando crescido sob a luz branca constante (RANGEL et al., 2011). Neste item,
foi avaliado a germinacdo e o aumento de tolerancia ao estresse osmotico causado pelo KCL.

Foram utilizadas duas incubadoras de crescimento que possuem diferentes intensidades
de luz, conforme a seguir:

1) Tratamento de luz na incubadora Marconi. As placas de Petri com culturas em meio
BDA com tampas no lugar, em uma unica camada (ndo empilhadas) foram mantidas sob luz
continua fornecida por duas lampadas flourescente de amplo espectro Philips 15 W branco
frio (TL-D 15 W/75-650) suspensas a uma distancia de 25 cm acima das amostras. Um filme

de 0.13-mm de diacetato de celulose cobriu as placas para evitar a desidratagdo do meio. A
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irradiancia integrada das lampadas que passaram através da pelicula de diacetato mais a
tampa da placa Petri foi 4,98 W m 2.

2) Tratamento de luz na incubadora Panasonic. As placas de Petri com culturas em
meio BDA com tampas no lugar, em uma unica camada (ndo empilhado) foram mantidos
sob luz continua ajustado para 1 lumen (irradidncia integrado de 2,2 W m2), 3 lumens
(integrated irradiancia integrado de 6,04 W m2), 4 lumens (irradiancia integrado de 15,74
W m?), and 5 lumens (irradiancia integrado de 28,09 W m?).

A irradiancia espectral do equipamento das camaras foi medida com um
espectroradiometro Ocean Optics (Dunedin, FL) modelo USB2000 + Rad (Figura 3). As
leituras foram tomadas no nivel das colonias de fungos com placas de Petri com tampas de
poliestileno e um filme de 0,13-mm de diacetato de celulose no caminho da luz para evitar
a dissecagao do meio.

Para tratamentos no escuro, todas as placas de Petri foram mantidas na mesma
incubadora do tratamento de luz, mas as placas de Petri foram mantidas dentro de uma caixa

de pléstico coberta com uma espessa manta de pano preto.
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Figura 3 - Leituras do espectroradidmetro do par de lampadas fluorescentes (Philips, 15W branco fresco) da
incubadora Marconi.
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Fonte: Arquivo pessoal

Nota: Leituras do espectroradiometro na incubadora Panasonic MLR 352HPA ao nivel de 1, 3, 4, 5 lumens.
As leituras foram tomadas em nivel das colonias de fungos com placas de Petri com tampas de poliestileno e
um filme de 0,13-mm de diacetato de celulose no caminho da luz.
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4.4.1 Germinacao de conidios em diferentes intensidades de luz branca em

Metarhizium robertsii

Conidios do isolado Metarhizium robertsii (ARSEF 2575), foram produzidos no
escuro em 23 mL dos meios de cultura batata dextrose agar (BDA) ou meio minimo (MM)
por 14 diasa 26 + 1 °C. O pH foi ajustado para pH 6.9.

Apo6s 14 dias de crescimento os conidios foram coletados com o auxilio de alga
microbiologica e suspensos em 10 ml de solucdo esterilizada de tween 80 (0,01 % v/v) em
em tubos Pyrex com tampa roscada (20 x 125 mm). As suspensdes foram ajustadas (1 x 10°
conidios ml'!"), e em seguida agitadas. As suspensdes de conidios (40 pl) foram inoculadas
(sem espalhar) no centro das placas de polietileno (60 x 15 mm) contendo 8 ml de BDA.

Em seguida, as placas foram incubadas a 28 = 1 °C em seis diferentes tratamentos: 1)
crescimento em meio minimo (MM) na incubadora Panasonic no escuro; 2) crescimento em
meio minimo (MM) na incubadora Panasonic sob luz branca continua com a intensidade de
5 Lumens; 3) crescimento em meio BDA na incubadora Panasonic no escuro; 4) crescimento
em meio BDA na incubadora Panasonic sob luz branca continua luz com a intensidade de 5
Lumens; 5) crescimento em meio BDA na incubadora Marconi no escuro; 6) crescimento
em meio BDA na incubadora Marconi sob luz branca continua. As placas foram cobertas
com filme de 0,13-mm de diacetato de celulose para evitar a dissecagdo do meio. A contagem

de germinagao de conidios foi realizada apds 2, 4, 6, 8, 10, 12 ¢ 14 horas.

4.4.2 Tolerancia de conidios produzidos em diferentes intensidades de luz branca ao

estresse osmotico em Metarhizium robertsii

Tolerancia ao estresse osmoético de conidios produzidos no escuro, sob luz branca e
sob estresse nutritivo.

Em fungos entomopatogénicos, multiplos mecanismos especificamente envolvidos na
aclimatagdo a hemolinfa de insetos incluem mudancgas dramaticas no acimulo de solutos que
aumentam a pressao osmotica interna (WANG; ST. LEGER, 2006). Consequentemente, 0s
fungos patogénicos de insectos tém de lidar continuamente com este tipo de estresse. Assim,
estudamos as tolerancias dos conidios produzidos no escuro, sob a luz e sob o estresse

nutritivo ao estresse osmatico pelo cloreto de potassio. Conidias produzidas no escuro, sob
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a luz, ou sob estresse nutritivo (MM) foram expostas a estresse osmotico utilizando cloreto
de potassio da Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, Missouri, EUA).

O fungo foi cultivado a 26 + 1 °C durante 14 dias, em cinco tratamentos: 1)
crescimento em meio minimo (MM) no escuro; 2) crescimento em meio BDA na incubadora
Marconi; 3) crescimento em meio BDA sob luz branca continua na incubadora Marconi. 4)
crescimento em meio (BDA) no escuro na incubadora Panasonic; 5) crescimento em meio
BDA sob luz branca continua na incubadora Panasonic; Para a incubadora Panasonic, quatro
intensidades de luz foram estudados com 1, 3, 4, € 5 lumens.

Conidios de culturas com 14 dias foram coletados com o auxilio de alga
microbiologica e foram suspensos em 10 ml de solugdo esterilizada de tween 80 (0,01 %
v/v) em tubos Pyrex com tampa roscada (20 x 125 mm). As suspensdes foram ajustadas (1
x 10° conidios ml™"), e em seguida agitadas.

As suspensdes de conidios (40 pl) foram inoculadas (sem espalhar) no centro das
placas de polietileno (35 x 10 mm Greiner Bio-One) contendo 4 ml de BDA (controle = 0)
ou BDA com a adi¢do de cloreto de potassio (Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, Missouri,
USA). As concetragdoes de KCI utilizados foram 1.3; 1.4; 1.5; 1.7 ¢ 1.9 M de KCI. A
contagem de germinacao de conidios foi realizada apos 24 horas a 26 = 1 °C. Todos isolados

foram testados ao mesmo tempo para cada repeticao, totalizando trés repetigdes.

4.5  Influéncia da luz branca no aumento da tolerancia a radiacio UV, estresse

osmotico e ao agente genotoxico 4-nitroquinolina-1-oxido

Conidios dos dez isolados de fungos foram cultivados como se segue: 1) Em meio
batata dextrose agar (BDA) crescido no escuro (controle) ou 2) em meio BDA crescido sob
luz branca continua (400-700 nm) durante o periodo de incubagdo, e 3) sob estresse nutritivo
(MM) no escuro. O crescimento sob a luz branca foi realizado sob duas lampadas
flourescente de amplo espectro Philips 15 W branco fresco (TL-D 15 W/75-650) suspensas
auma distancia de 25 cm acima das amostras. Um filme de 0,13-mm de diacetato de celulose
cobriu as placas para evitar a desidratacdo do meio (Figura 4). A irradiancia integrada das
lampadas que passaram através da pelicula de diacetato mais a tampa da placa Petri foi 4.98

W m 2. Todos os isolados foram crescidos a 26 °C + 1°C por 14 dias.
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Figura 4 - Leituras do espectroradidmetro do par de lampadas fluorescentes (Philips, 15W branco fresco).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Nota: As leituras foram tomadas em nivel das colonias de fungos com placas de Petri com tampas de
poliestileno ¢ um filme de 0,13-mm de diacetato de celulose no caminho da luz.

4.5.1 Influéncia da luz branca no aumento da tolerancia a radiacio UV

Neste estudo, utilizamos o equipamento Xenon Test Chamber Q-SUN XE-3-HC
340S (Q-LAB® 18 Corporation, Westlake, OH, EUA). A camara de teste de xenonio
reproduz todo o espectro de radiagdo solar no ultravioleta (UV), visivel e infravermelho (IR),
de 295 nm a 800 nm, usando ldmpadas de arco xenon e filtros dpticos. Utiliza trés lampadas
de xendnio para uma grande capacidade de amostragens. A irradidncia das trés lampadas ¢
refletida pelas paredes espelhadas dentro do equipamento, que 1 h gera a mesma energia em
toda a superficie de irradiacao. Além disso, o Q-SUN pode simular a radiagao solar de todas
as estacdes, bem como de manha, meio-dia e tarde, irradiacdes solares.

Conidios de culturas com 14 dias crescidos em meio de cultura BDA, foram coletados
com o auxilio de al¢a microbiologica e foram suspensos em 10 ml de solucao esterilizada de
tween 80 (0,01 % v/v) em tubos Pyrex com tampa roscada (20 x 125 mm). As suspensdes
(1x 10° mlI'") foram ajustadas, e em seguida agitadas.

As suspensoes de conidios (40 upl) foram inoculadas (sem espalhar) no centro das
placas de polietileno (35 x 10 mm Greiner Bio-One) contendo 6 ml de BDA suplementado
com 0,003 % (p/v) de benomil (Hi-yield Chemical Company, Bonham, Tx). As placas foram
mantidas abertas no fluxo laminar por 30 minutos para secar as suspensdes de conidios.

Apo6s a secagem da suspensdo sobre o meio de cultura, as placas foram expostas no
equipamento Xenon Test Chamber Q-SUN XE-3-HC 3408, para simular a radiacdo solar na

com o filtro Daylight-Q. Os filtros Daylight sdo usados para similar a luz solar direta, e eles
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fornecem a melhor correlagdo para exposi¢des externas naturais para a maioria das
aplicacdes. As calibragdes de luz e temperatura do Q-SUN foram feitas a cada 50 horas.

As placas foram cobertas com filtros de diacetato de celulose de 0,13 mm (JCS
Industries, Le Miranda, CA, EUA), para reduzir a dessecagao do meio. Os filtros de diacetato
de celulose foram utilizados para excluir a radiagdo UV-C e UV-B de curto comprimento de
onda em estudos anteriores (BRAGA et al., 2001¢c; RANGEL et al., 2012). Mesmo que o Q-
SUN produz irradiagdes realistas para irradiagdes solares, sem UV-C e UV-B de onda curta,
este filtro foi usado para evitar a dessecagao do meio porque o Q-SUN possui um fluxo de
ar positivo para reduzir a temperatura.

O Q-SUN foi calibrado com o filtro de diacetato no topo do sensor de calibragdo. O
dano do DNA (formacao de ciclobutano de pirimidina) espectro de acao desenvolvido por
Quaite, Sutherland e Sutherland (1992), e normalizado a unidade a 300 nm, foi utilizado para
calcular irradiagdes UV ponderadas em mW m™ e, conseqiientemente, essas irradiagcdes UV
ponderadas foram utilizados para calcular as fluéncias no kJ m2. A irradiancia ponderada
dentro da cAmara foi de 1335 mW m, que é semelhante as irradiagdes espectrais de radiacdo
solar (Quaite = 1300 mW m2) ao meio-dia sob céu claro registrado no verdo (13 de dezembro
de 2011) em Sao José dos Campos, estado de Sao Paulo, no Brasil, localizado a latitude
23°13'00 "S de longitude 45°58'05" W e 588 m de altitude.

As placas de Petri contendo a suspensdo dos isolados foram expostas por 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 e 210 minutos, equivalentes as irradidncias de
8.01, 8.81, 9.61, 10.41, 11.21, 12.01, 12.82, 13.62, 14.42, 15.22, 16.02, e 16.82 kJ/m?,
respectivamente. As placas de Petri com a suspensdao de conidios do controle foram
colocadas na camara por 210 minutos e cobertas com papel aluminio.

As placas irradiadas foram incubadas no escuro a 26°C por 48 horas, as placas controle
foram mantidas a 26 °C no escuro por 24 horas.

O equipamento foi ajustado a irradiancia de 0.60 W/m?. A temperatura do equipamento
foi ajustada para 18 °C (black panel) e 16 °C (chamber air). As temperaturas medidas pelos
termdmetros black panel e chamber air do equipamento foram 17,8 £ 1,02 ¢ 19,3 + 0,90 °C,
respectivamente. A temperatura média medida por um termometro (Hanna Instruments,
Mauritius) externo com sonda dentro do equipamento durante a irradiacdo foi de 29,4 + 1,96

°C.
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A irradiancia espectral do equipamento QSUN® Xenon Test Chamber XE3 foi medida
com um espectroradiometro Ocean Optics (Dunedin, FL, EUA) modelo USB2000 + Rad
(Figura 5).

Figura 5 - Irradiancia espectral do equipamento QSUN®Xenon Test Chamber XE3.
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.5.2 Influéncia da luz branca no aumento da toleriancia ao estresse osmatico

Para o preparo do inoculo para o experimento do estresse osmotico, conidios de
culturas com 14 dias foram coletados com o auxilio de alca microbiolégica e foram
suspensos em 10 ml de solugdo esterilizada de tween 80 (0,01 % v/v) em tubos Pyrex com
tampa roscada (20 x 125 mm). As suspensdes (1 x 10° conidios ml!") foram ajustadas, e em
seguida agitadas.

As suspensoes de conidios (40 upl) foram inoculadas (sem espalhar) no centro das
placas de polietileno (35 x 10 mm Greiner Bio-One) contendo 4 ml de BDA (controle = 0)
ou BDA com a adi¢do de cloreto de potassio (Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, Missouri,
USA). As concetragdes utilizados foram 0.9; 1.0; 1.3; 1.4; 1.5; 1.7; 1.9; 2.1; 2.4 M de KCl.
As placas foram produzidas e inoculadas no mesmo dia e incubadas por 24ha26 £ 1 °C. A
contagem de germinacdo de conidios foi realizada apds 24 horas de incubagdo. Todos

isolados foram testados a0 mesmo tempo para cada repeticao, totalizando trés repetigoes.

4.5.3 Influéncia da luz branca no aumento da tolerancia ao agente genotoxico 4-

nitroquinolina-1-oxido

Uma solugdo-mae de 26,155.50 uM de 4-NQO (Sigma-Aldrich Brasil) foi produzido

usando toda a garrafa de 1 g do produto, diluiu-se em etanol 99%, e armazenado a 5 °C em
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um frasco ambar. Uma segunda solucdo estoque foi diluida em etanol 99% a uma
concentracao de 1,000 uM 4-NQO, e armazenou 5 °C em um frasco da ambar. Esta solucao
de reserva foi utilizada para preparar uma solugdo a 100 uM em agua destilada e esta dilui¢ao
foi utilizada para preparar o meio suplementado com 4-NQO. Todas as solugdes foram
armazenadas a 5 ° C.

Para o preparo do inoculo para o experimento, conidios de culturas com 14 dias
crescidos em meio de cultura BDA, foram coletados conidios de culturas com 14 dias com
alca microbiologica e foram suspensos em 10 ml de solucdo esterilizada de tween 80 (0,01%
v/v) em tubos Pyrex com tampa roscada (20 x 125 mm). As suspensdes foram ajustadas (1
x 10> ml™"), e em seguida agitadas.

As suspensdes de conidios (40 upl) foram inoculadas (sem espalhar) no centro das
placas de polietileno (35 x 10 mm Greiner Bio-One) contendo 4 ml de BDA (controle = 0)
ou BDA com a adicao de concentragdes de 0.5; 0.7; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0; 3.5; 4.0 uM de
4NQO puM. As placas foram produzidas e inoculadas no mesmo dia e incubadas por 24h a
26 £ 1 °C. A contagem de germinagao de conidios foi realizada apds 24 horas de incubagao.
Todos isolados foram testados ao mesmo tempo para cada repeticdo, totalizando trés

repeticoes.

4.6 Influéncia da luz azul, vermelha e verde no aumento da tolerancia a radiacao

UV e ao estresse osmotico em Metarhizium robertsii

Conidios foram cultivados como se segue: 1) Em meio (BDA) crescido no escuro
(controle); 2) em meio BDA crescido sob (A) luz branca (irradiancia 4.98 W m 22230 lux);
(B) luz azul (irradiancia integrada de 4,8 W m™ e 645,5 lux); (C) luz verde (irradincia
integrada de 2,2 W m™ e 2602 lux); (D) luz vermelha (irradiancia integrada de 2,8 W m™ ¢
53 1ux); (E) luz azul (irradiancia integrada de 9,7 W m? e 1770,6 Lux 2) e 3) sob nutricional
estresse (MM) no escuro.

O crescimento sob a luz branca foi realizado sob lampada fluorescente Sylvania 15 W
a uma distancia de 30 cm da placa de Petri. As placas foram cobertas com filme de 0,13-mm
de diacetato de celulose para evitar a dissecagdo do meio. Todos os isolados foram crescidos
a26 °C £ 1°C por 14 dias.

Para o tratamento de luz azul, verde ou vermelha, as placas de Petri com culturas em

meio BDA com tampas, em uma tnica camada (ndo empilhadas) foram mantidas sob luz
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continua azul, verde ou vermelha fornecida por trés incubadoras que foram ajustadas para
permitirem a incubag¢do das culturas sob diferentes comprimentos de onda da luz. A
Incubadora 1 com quatro lampadas Led LLUM® E27 5W (Jinli Lighting Co., China),
configuradas no comprimento de onda azul, fornecendo uma irradiacao integrada de 4,8 W
m-2 e 645,5 lux. Incubadora 2 com quatro lampadas Led LLUM® E27 5W ajustadas no
comprimento de onda verde fornecendo uma irradiacdo integrada de 2,2 W m-2 e 2602 lux.
Incubadora 3 com quatro lampadas Led LLUM® E27 5W configurado no comprimento de
onda vermelho fornecendo uma irradiacdo integrada de 2,8 W m-2 e 53 lux. A distancia
entre os LEDs e as placas de 4gar foi de 6 cm e a temperatura das incubadoras foi ajustada
para 26 ° C + 1°C. As irradiacdes espectrais (em W m?) das incubadoras foram medidas
com um espectroradiometro Ocean Optics (Dunedin, FL) Modelo USB2000 + Rad (Figura
6), ¢ a ilumindncia (em lux) das incubadoras foi medida com um registrador de dados
HOBO® U12-012. Nenhum efeito de aquecimento pelos LEDs pode ser detectado.

Para tratamentos de luz azul, as placas foram incubadas em uma camara de
crescimento E-30LED equipada com diodos emissores de luz azuis (Percival Scientific, Inc.,
Perry, 1A), que forneceu uma irradiagdo integrada de 9,7 W m-2 e 1770,6 Lux. Todas as
incubagdes foram realizadas a 26 ° C + 1°C.

Para tratamentos escuros, todas as placas de Petri foram mantidas na mesma
incubadora do nivel de tratamento, mas as placas de Petri foram mantidas dentro de uma

caixa de plastico coberta com uma espessa manta de pano preto.

Figura 6 - Leituras do espectroradidmetro do par de lampadas fluorescentes (Philips, 15W branco fresco).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Nota: As leituras foram tomadas em nivel das colonias de fungos com placas de Petri com tampas de
poliestileno ¢ um filme de 0,13-mm de diacetato de celulose no caminho da luz.



39

Figura 7 - Irradiancia espectral dos comprimentos de luz azul, verde e vermelha.
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Fonte: Arquivo pessoal

Notas: As leituras foram tomadas em nivel das colonias de fungos com placas de Petri com tampas de
poliestileno e um filme de 0,13-mm de diacetato de celulose no caminho da luz.

Apds 14 dias de crescimento, foi avaliado a tolerancia a radiacdo UV conforme
metodologia descrita no item (4.4.1). Entretanto, os tempos de irradiacdo foram ajustadas
para 110, 120, 130, 140,150, 160, 170, 180, 190, 200 a 210 minutos.

Apds 14 dias, foi avaliado a tolerancia ao estresse osmotico conforme metodologia
descrita no item (4.4.2). Entretanto, as concentra¢des foram ajustadas para 1.0; 1.3; 1.4; 1.5;

1.7;1.9; 2.1 de KCL

4.7 Influéncia de Hipoxia e Anoxia no aumento da tolerancia a radiacio UV,

estresse osmotico e ao agente genotoxico 4-nitroquinolina-1-oxido

Os experimentos foram realizados da seguinte forma: a) Controle: o crescimento
micelial em placas de Petri com meio de BDA em condi¢des normais de oxigénio por 14
dias (condicao normoxica); b) Condi¢ao hipoxica: culturas em placas de Petri com meio
BDA foram selados trés vezes com Parafilm® e mantido por 14 dias (de acordo com
(FAYZALLA; SHABANA; MAHMOUD, 2008; SHABANA; ELWAKIL;
CHARUDATTAN, 2001); c) Condi¢ao anoxica: as placas de Petri com meio BDA foram
inoculadas com os dez isolados € mantidas em condi¢des normodxicas por dois dias. No
segundo dia de crescimento foram transferidas para jarra de anaerobiose (BD GasPak™ EZ)
com indicador de anaerobiose por cinco dias. No quinto dia as placas foram transferidas para

condi¢des de normoxia por mais sete dias. d) Condicdo de estresse nutritivo: Os fungos
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foram inoculados em Placas de Petri com meio minimo (MM), sob condigdo normoéxica. As
culturas foram incubadas a 26 + 1 °C durante 14 dias.
Todos isolados foram testados ao mesmo tempo para cada repeticao, totalizando trés

repeticoes.

4.7.1 Influéncia de Hipoxia e Anoxia no aumento da toleriancia a radia¢do UV

Apos 14 dias, foi avaliado a tolerancia ao estresse osmotico conforme metodologia

descrita no item (4.5.1).

4.7.2 Influéncia de Hipoxia e Anoxia no aumento da tolerancia ao estresse osmotico

Ap6s 14 dias, foi avaliado a tolerancia ao estresse osmotico conforme metodologia
descrita no item (4.5.2). As concentragdes foram 0.9; 1.0; 1.3; 1.4; 1.5; 1.7; 1.9; 2.1; 2.4 M
de KCI.

4.7.3 Influéncia de Hipoxia e Anoxia tolerincia ao agente genotéxico 4-

nitroquinolina-1-oxido

Ap6s 14 dias, foi avaliado a tolerancia ao estresse osmotico conforme metodologia
descrita no item (4.5.3). As concentragdes foram 0.5; 0.7; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0; 3.5; 4.0 uM
de 4NQO

4.8  Avaliacdo da germinacio em todas as etapas experimentais

Apos o periodo de incubagao, para a contagem, a placa de dgar foi corada no ponto da
inoculagdo com uma gota de solucao de azul de metileno (BRAGA et al., 2002), foi coberta
com uma lamina e examinada em microscopio dptico com aumento de 400x. Os conidios
foram considerados germinados quando um tubo germinativo projetado do conidio foi
visivel (MILNER; HUPPATZ; SWARIS, 1991). Foram avaliados pelo menos 300 conidios
por placa e a porcentagem de germinacao foi calculada conforme descrito por Braga et al.,
2001. Todos os conidios em germina¢do ou ndo germinativos foram contados em uma nica

lamina. O padrdao de varredura para a contagem foi em torno da margem da suspensdo
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conidial, que ¢ uma 4rea comumente menos povoada por conidios. Cada tratamento foi

repetido pelo menos trés vezes com um novo lote de conidios produzido para cada repetigao.

4.9 Analises de expressio génica

A analise de expressao génica fornece o conhecimento sobre como os fungos percebem
tensdes e respondem ao seu ambiente. Neste trabalho, o experimento foi realizado apenas
com o isolado Metarhizium robertsii (ARSEF 2575), devido aos bons resultados quanto a
influéncia da luz e diferentes concentragdes de oxigénio na tolerancia a radiagao UV e KCl,
além disso, o isolado possui o genoma sequenciado.

Um conjunto de genes geralmente envolvidos em diferentes respostas ao estresse
foram selecionados para estudar seus padroes de expressdo, incluindo genes marcantes de
estresse oxidativo, como superoxido dismutases (Mrsodl e Mrsod2) e catalase citosélica
(MrcatC), estresse por calor, como proteinas de choque térmico (Mrhsp30 e Mrhsp101),
estresse geral, como a trehalose-fosfato sintase (Mrtps) e as fotoliases envolvidas na
reparacdo do DNA ap6s o dano UV (Mr6-4phr e MrCDPphr). Foi estudado os niveis de
expressao do gene hydrophobin starvation stress (Mrssga) e o gene de protease Mrprl, dois
genes potencialmente envolvidos no estresse causado durante a adesdo e degradagao das
cuticulas de insetos, estagios iniciais do processo de infec¢do.

O padrao de expressdo dos genes foi estudado por PCR em tempo real (RT-qPCR)
pelo Dr. Nicolas Pedrini (Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata). Os padroes
de expressao foram obtidos quando o fungo foi cultivado sob condi¢des de luz branca, luz
azul, luz vermelha, luz verde, hipoxia, anoxia e MM, e foram comparados com aqueles
cultivados em ambientes escuros crescidos em normoxia.

O RNA total foi obtido a partir de fungos cultivados nas diferentes condig¢des de luz
mencionadas anteriormente, incluindo condi¢des escuras (controle). As células fungicas
foram trituradas em nitrogénio liquido e o RNA total foi extraido usando o kit RNAeasy
Plant Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha) com um passo de digestdio do DNA na coluna
(DNAse I, Qiagen). O RNA foi quantificado por um espectrofotometro Nanodrop (Thermo,
Wilmington, EUA) e sua integridade avaliada em uma eletroforese em gel de agarose a 1%
(p/v). O cDNA de cadeia simples foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA total utilizando o
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen), que inclui um passo de eliminacdo de
qualquer DNA gendmico restante. O cDNA foi entdo amplificado usando um Kit de PCR
QuantiFast SYBR Green (Qiagen) em um sistema de PCR Tempo-OutOnePlus Real-Time
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(Applied Biosystems, Carlsbad, EUA) com a condi¢cdo de ciclagem térmica universal
fornecida pelo fabricante. A fim de confirmar que apenas os produtos Unicos foram
amplificados, um passo de fusdo de temperatura foi entdo realizado. Os controles negativos
foram testados usando modelos gerados sem transcriptase reversa. As reagdes contendo
pares de iniciadores sem modelo também foram incluidas como controles em branco. O
ensaio foi feito em duplicatas técnicas para cada uma das trés repetigdes biologicas
independentes realizadas. Foram obtidas curvas padrao para avaliar a eficiéncia de PCR de
cada par de iniciadores utilizados e o método Ct comparativo foi empregado para
quantificagdo relativa. As anadlises estatisticas foram realizadas com o software REST
(versdo 2009, Qiagen) (PFAFFL, 2002). O gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Mrgpd)
foi utilizado como gene housekeeping. Os primers utilizados e as eficiéncias de PCR estao

detalhadas na Tabela 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 - Primers utilizados

Gene Forward (5°-3’) Reverse (5°-3%)

Mrsodl CCAATGGCTGCACTTCTGCTGG TGTGAGGGCCGATGAGCTTGAC
Mrsod?2 CCAGCATCTCGGCGCAAATC CGCCGCCGTTGAACTTGATG
Mrips TTCAAGTGGGCCAACAAACTC CACACCTTGTGATAATGTAGC
Mr6-4phr TCGCCGTTTCTTCACTTTGGTG TCTGCGTAAACTTGGCACCGAC
Mrssga GTGTATTGCTGCAACAAAG AGACCATTTTGCTGGACATTG
Mrhspl01 GCTATTCTCATTCTCCGAAACA CATCCTCCATCATATCATCATC
MrCDPphr  CATGCCGATTTGGACTTGCTTG TGGAACAGCGCAATCAAACAGG
Mprcatc AATGGCGGCCTAGTCACCTTGG TCGAGATGCGGGTCAAGATTGG
Mrhsp30 AGCAGAACCCAAAGGCCAGTC GCCAGCGGTATAGGATCTCTCG
Mrprl GATTGGTGGCAGCACTAA TCCTGGATCTTCTTGCAAAG
Mrgpd GACTGCCCGCATTGAGAAG AGATGGAGGAGTTGGTGTTG

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 3 - Valores de E e R2 da regressao linear por dilui¢des dos genes alvos e de referéncia de M. robertsii

(ARSEF 2575)

Gene E (%) R?

Mrsod1 107.9 0.999
Mrsod2 118.1 0.990
Mrtps 103.5 0.998
Mr6-4 phr 121.1 0.988
Mrssga 115.6 0.987
Mrhsp101 133.3 0.994
MrcatB 120.3 0.992
MrcatC 105.9 0.992
Mrhsp30 106.4 0.988
Mrprl 104.4 0.996
Mrgpd 116.5 0.989

Fonte: Arquivo pessoal
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4.10 Analise estatistica

4.10.1 Requerimentos energéticos e limite para fotoativacio utilizando diferentes

intensidades de luz branca em Metarhizium robertsii

Nas andlises de requerimentos energéticos e limite para fotoativagdo utilizando
diferentes intensidades de luz branca, foram realizadas andalises de germinacao por 2, 4, 6, 8,
10, 12 e 14 horas em diferentes intensidades de luz branca, cujos fatores foram as
luminosidades com seis diferentes tratamentos:1) crescimento em meio minimo (MM) no
escuro; 2) crescimento em meio minimo (MM) sob luz branca constante na intensidade de 5
Lumens; 3) crescimento em meio BDA na incubadora Marconi; 5) crescimento em meio
BDA sob luz branca continua na incubadora Marconi. 5) crescimento em meio (BDA) no
escuro na incubadora Panasonic; 6) crescimento em meio BDA sob luz branca continua na
incubadora Panasonic). Para cada tratamento teve 3 repetigoes.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2011). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, aplicando-se o teste F. O teste Tukey (p

<0,05), foi empregado para comparagao das médias.

4.10.2 Germinac¢ao de conidios em diferentes intensidades de luz branca em

Metarhizium robertsii

Na tolerancia de conidios produzidos em diferentes intensidades de luz branca ao
estresse osmotico causado pelo KCl, os fatores foram as luminosidades em cinco
tratamentos: 1) crescimento em meio minimo (MM) no escuro; 2) crescimento em meio
BDA na incubadora Marconi; 3) crescimento em meio BDA sob luz branca continua na
incubadora Marconi. 4) crescimento em meio (BDA) no escuro na incubadora Panasonic; 5)
crescimento em meio BDA sob luz branca continua na incubadora Panasonic; Para a
incubadora Panasonic, quatro intensidades de luz foram estudados com 1, 3, 4, e 5 lumens.
Para cada tratamento teve 3 repeticdes.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2011). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, aplicando-se o teste F. O teste Tukey (p

<0,05), foi empregado para comparagao das médias.
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4.10.3 Influéncia da luz branca no aumento da tolerancia a radiacdo UV, estresse

osmotico e ao agente genotoxico 4-nitroquinolina-1-oxido

Para analisar a influéncia da luz branca no aumento da tolerincia ao estresse causado
pela radiacdo UV, estresse osmotico pelo cloreto de potéassio (KCIl) e pelo 4NQO, foi
realizada uma andlise com um arranjo fatorial inteiramente casualizado, com parcelas
subdivididas, cujos fatores foram as luminosidades com 3 diferentes condigdes (dark, light
€ meio minimo).

Para a radiagdo UV foram utilizados 13 tempos de exposic¢ao (0, 100, 110, 120, 130,
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 e 210 min), para o estresse osmotico foram utilizadas 10
concentracaoes (0,0.9,1.0,1.3,1.4,1.5,1.7,1.9,2.1, 2.4 M) e para 0 4NQO foram utilizadas
16 contrentragdes (0.0, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0
uM). Cada estresse teve 3 repetigoes.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2011). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, aplicando-se o teste F. O teste Tukey (p

<0,05), foi empregado para comparagao das médias.

4.10.4 Influéncia da luz azul, vermelha e verde no aumento da toleriancia a radiacao

UV e ao estresse osmotico em Metarhizium robertsii

Para analisar a influencia da luz azul, vermelha e verde no aumento da tolerancia ao
estresse causado pela radiagao UV e pelo estresse osmoico, foi realizada uma analise com
um arranjo fatorial inteiramente casualizado, com parcelas subdivididas, cujos fatores foram
as luminosidades com 7 diferentes condigdes (escuro, luz branca, azul, azul percival, verde,
vermelha e MM).

Para a radiagdo UV foram utilizados 12 tempos de exposi¢ao (0, 110, 120, 130, 140,
150, 160, 170, 180, 190, 200 e 210 min), para o estresse osmotico pelo cloreto de potassio
foram utilizadas 9 concentracaoes (0, 1.0, 1.3, 1.4, 1.5, 1.7, 1.9, 2.1, 2.4 M). Cada estresse
teve 3 repeticoes.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2011). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, aplicando-se o teste F. O teste Tukey (p

<0,05), foi empregado para comparagdo das médias.
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4.10.5 Influéncia de Hipoxia e Anoxia no aumento da tolerincia a radiacdo UV,

estresse osmotico e ao agente genotoxico 4-nitroquinolina-1-oxido

Para avaliar a influéncia da hipdxia e anoxia no aumento da tolerancia ao estresse
causado pela radiagao UV, estresse osmotico pelo cloreto de potassio (KCI) e pelo 4NQO,
foi realizada uma analise com um arranjo fatorial inteiramente casualizado, com parcelas
subdivididas, cujos fatores foram as diferentes concentracdes de oxigénio com 4 diferentes
condig¢des (hipoxia, anoxia, normoxia € meio minimo).

Para a radiagdo UV foram utilizados 13 tempos de exposi¢ao (0, 100, 110, 120, 130,
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 e 210 min), para o KClI serdo utilizadas 10 concentragaoes
(0, 09, 1.0, 1.3, 1.4, 1.5, 1.7, 1.9, 2.1, 2.4 M) e para o 4NQO serdo utilizadas 16
contrentracgdes (0.0, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 uM).
Cada estresse teve 3 repetigoes.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2011). Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia, aplicando-se o teste F. O teste Tukey

(p <0,05), foi empregado para comparacdo das médias.



46

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Requerimentos energéticos e limite para fotoativacio utilizando diferentes

intensidades de luz branca em Metarhizium robertsii

5.1.1 Germinacdo de conidios em diferentes intensidades de luz branca em

Metarhizium robertsii

A germinagdo de conidios produzidos em meio minimo (MM = Czapek Dox Agar
sem sacarose), ¢ mais rapida e com alta taxa de germinagao nas primeiras 10 horas em ambos
os tratamentos de luz e escuro (Figura 8). Este resultado ¢ semelhante ao estudo anterior para
o isolado 2575, onde conidios produzidos em meio CZAPEK germinaram mais rapido do
que os conidios produzidos em meio BDA (RANGEL et al., 2004). A velocidade de
germinagdo mais rapida dos conidios produzidos em MM ¢ devido & maior acumulagdo de
trealose ¢ manitol dentro dos conidios (RANGEL et al., 2011; RANGEL; ANDERSON;
ROBERTS, 2008), portanto, a mobilizacdo desses dois carboidratos permite uma
germinagdo mais rapida do que quando os conidios sdo produzidos em meio BDA, que
acumulam muito poucas quantidades de trealose e manitol (RANGEL; ANDERSON;
ROBERTS, 2008).

Alguns autores relataram a influéncia da luz na produg¢ao de conidios. Para Metarhizium
acridum, o regime de iluminacdo continua foi o tratamento que apresentou os melhores
resultados no crescimento e esporulagdio (ONOFRE et al., 2001), para M. anisopliae s.1.
apresentou melhor producdo conidual sob luz intermitente durante 16h. Por outro lado, em
estudos com M. robertsii (ARSEF 2575), a esporulagdo nao ¢ afetada pela luz quando os
conidios foram produzidos no BDAY sob luz continua ou escura, os rendimentos dos
conidios foram semelhantes (KEYSER; THORUP-KRISTENSEN; MEYLING, 2014;
RANGEL et al., 2011). A propria luz em si pode ser uma fonte de estresse oxidativo para a
célula fingica, como em Botrytis cinerea, na qual houve uma reducao da taxa de crescimento
sob a luz branca (400-720 nm) (CANESSA et al., 2013), bem como foi também observada
uma ligeira reducdo do crescimento micelial por luz em Aspergillus fumigatus (FULLER et
al., 2013) e Cordyceps militaris (YANG; DONG, 2014). Neste estudo, foi observado que
em M. robertsii (ARSEF 2575), as exposi¢des a luz branca em ambas as caAmaras foram um

pouco deletérias para a germinagao da velocidade entre as 8h e as 10h de exposicdo, onde
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os conidios produzidos em condi¢des escuras germinaram mais rapido do que os conidios
produzidos em condi¢des de luz (Figura 8).

Embora a luz tenha afetado a germinacdo, todos os tratamentos apresentaram 100% de
germinacgdo ap6s 14 horas (Figura 8). Indicando que existe um processo de adaptacao que

faz com que o crescimento nao seja afetado pela luz.

Figura 8 - Média da porcentagem de germinagdo de Metarhizium robertsii (ARSEF 2575).
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Fonte: Arquivo pessoal

Nota: Os conidios foram crescidos em meio minimo (MM) ou BDA nas condigdes: 1) MM no escuro
(Panasonic Escuro); 2) MM sob luz branca (Panasonic Luz - 5 lumens); 3) BDA no escuro (Panasonic Escuro);
4) BDA sob luz branca (Panasonic Luz 5 LUMENS); 5) BDA no escuro (Marconi Escuro); 6) BDA sob luz
branca (Marconi Luz). A média ¢ de trés diferentes repeti¢des realizadas em diferentes dias. Barras de erro
representam o erro padrao da média. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

5.1.2 Tolerancia de conidios produzidos em diferentes intensidades de luz branca ao

estresse osmotico em Metarhizium robertsii

No geral, em ambas as camaras panasonic € marconi, conidios produzidos sob a luz
branca apresentaram maior tolerancia ao estresse osmotico em comparagdo com os conidios
produzidos no escuro (Figura 9). Este resultado ja era esperado para o estresse osmotico,
pois esta bem estabelecido que a luz branca durante o crescimento micelial induz uma maior
tolerancia conidiana a radiagdo UV-B e ao calor em M. robertsii (RANGEL et al., 2011).

Neste estudo, ndo houve grande diferenca de tolerancia entre as intensitdades de luz
testadas. Como se pode verificar nas intensidades da incubadora panasonic (1 e 4 lumens),

embora os conidios produzidos na cdmara Panasonic tenham uma maior tolerdncia em
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comparagdo com a camara Marconi em concentracdo de 1,5 M de KCl, nas demais
concentragdes os resultados foram semelhantes a tolerancia conidial quando produzidos na
incubadora Marconi (Figura 9). A Intensidade de luz semelhante na incubadora Marconi e
na incubadora de panasonic a 3 lumens e a 5 lumens, produziu resultados semelhantes na
tolerancia de conidios ao estresse osmotico (Figura 9). Resultado semelhante, foi observado
no estudo realizado com Alternaria alternata, que demonstrou que a luz ndo foi necessaria
para a esporulagdo, o tamanho, a forma, nem o nimero de conidios formados pelos diversos
regimes de luz (MISAGHI et al., 1978), também foi obervado em Cladosporium spp, que
diferentes regimes de luz, ndo apresentaram diferenca significativa no desenvolvimento do
fungo (ABDEL-BAKY et al., 1998).

Sabe-se que esporos de fungos produzidos em meios de cultura pobres se tornam mais
tolerantes a varios estresses devido a acumulagdao do carboidrato trealose ¢ manitol nos
esporos ou conidios de fungos protegendo-os contra varios estresses (HALLSWORTH;
MAGAN, 1994; RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2008). Em M. robertsii conidios
produzidos sob estresse nutritivo (sem fonte de carbono), indicou um expressivo aumento
de tolerancia a radiagao UV-B do que os conidios produzidos sob condi¢des normais em um
meio rico em fonte de carbono (RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2006). Resultado
similar foi observado em M. robertsii nos conidios produzidos sob estresse nutritivo (MM),
conidios produzidos sob MM foram mais tolerantes ao estresse osmotico, seguido dos
conidios produzidos sob as diferentes intensidades de luz (Figura 9). Apesar do aumento de
tolerancia, a produgao de conidios sob estresse nutritivo (MM) foi extremamente baixa para

todos os isolados (Figura 9).
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Figura 9 - Média da porcentagem de germinagdo de Metarhizium robertsii (ARSEF 2575).
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Nota: Os conidios foram produzidos previamente em: 1) meio minimo (MM) no escuro, 2) meio BDA no
escuro (Panasonic Escuro); 3) meio BDA sob luz branca (Panasonic Luz); 4) meio BDA no escuro (Marconi
Escuro); 5) meio BDA sob luz branca (Marconi Luz). Para exposi¢ao ao estresse osmoético, os conidios foram
inoculados em meios de cultura BDA (controle) ou BDA suplementado com KCl nas concentra¢des de 1.3,
1.4,1.5,1.7 ¢ 1.9 M por 24 horas.
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5.2 Influéncia da luz branca no aumento da tolerancia a radiacao UV, estresse

osmotico e ao agente genotoxico 4-nitroquinolina-1-oxido

5.2.1 Influéncia da luz branca no aumento da tolerancia a radiacdo UV

A radiag¢do UV solar ¢ um dos principais fatores ambientais que podem matar conidos
de varios fungos entomopatogénicos (BRAGA et al., 2002). No presente estudo, conidios
crescidos expostos a luz constante aumentou significativamente a tolerancia a radiagdo UV
nos isolados Metarhizium robertsii (ARSEF 2575) e Isaria fumosorosea (ARSEF 3889)
(Figura 10).

Conidios do isolado M. robertsii (ARSEF 2575), crescidos sob a luz branca,
apresentaram com 140 minutos de exposicao, ser duas vezes mais tolerantes do que conidios
crescidos no escuro, esse resultado corroba com Rangel et al. (2011), onde relatou que o
micélio de M. robertsii produzido em meio BDAY (meio batata dextrose agar suplementado
com extrato de levedura) sob luz branca continua, apresentou ser duas vezes mais tolerante
a radiagdo UV do que produzido no escuro (Figura 10c).

O fungo 1. fumosorosea tem sua reproducao assexual regulada por luz continua ou
intermitente (SANCHEZ-MURILLO et al., 2004) ndo produzindo esporos no escuro
(SAKAMOTO; INOUE; AOKI, 1985). Devido ao fato do isolado ser o unico que necessita
da luz para esporulacdo, esperava-se que a luz induzisse o aumento de tolerancia do fungo 1.
fumosorosea aos diversos estresses. No presente estudo, entdo, observou-se que a luz
influenciou o aumento de tolerancia em /1. fumosorosea (ARSEF 3889), quando exposto a
radiagdo UV, houve um expressivo aumento de tolerancia a radiagdo UV se comparado ao
controle, apresentando ser duas vezes mais tolerantes em 140 min de exposicao (Figura
10e).

Em fungos o aumento de tolerancia a estresse ambiental relaciona-se muitas vezes com
a pigmentacdo presente nos conidios, entretanto, este aumento de tolerancia induzido pela
luz, ndo se relaciona com pigmentos, como melanina e carotenoides, visto que os mesmos
ndo sao encontrados em conidios dos isolados estudados (exceto 4. aleyrodis que contém
carotenoides). Carotenoides sdo pigmentos antioxidantes com grande capacidade de
extinguir espécies reativas de oxigénio e sdo importantes para protecdo da célula contra
radiagdo ultravioleta. (SCHROEDER et al., 1996). Entretanto, verificou-se nessa pesquisa
que a pigmentagdo ndo influenciou no aumento de tolerancia a radiagdo UV quando os

isolados foram mantidos sob luz branca, pois somente /. fumosorosea (ARSEF 3889) com
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coloracdo lilds e o M. robertsii (ARSEF 2575) que possui coloragdo verde escura
apresentaram aumento de tolerancia a radiacao (Figura 10c e 10e).

O estresse nutricional causado pelo MM, ¢ conhecido por induzir maior tolerancia a
radiacdo UV-B (RANGEL et al., 2011, 2015a; RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2006).
Portanto, esse meio foi usado como controle para saber se alguma condi¢ao de luz supera a
causada pelo MM. Neste estudo, o crescimento micelial sob (MM) significativamente
induziu um aumento da tolerancia de conidios a radiagdo UV em seis isolados, B. bassiana
(ARSEF 252), M. brunneum (ARSEF 1187), M. robertsii (ARSEF 2575), T. cylindrosporum
(ARSEF 3392), T. inflatum (ARSEF 4877), e M. anisopliae (ARSEF 5749) (Figura 9).
Novamente, apesar do aumento de tolerancia, a producdo de conidios sob estresse nutritivo
(MM) foi extremamente baixa para todos os isolados.

Os isolados L. aphanocladii (ARSEF 6433), S. lanosoniveum (ARSEF 6651) e A.
aleyrodis (ARSEF 10276), produzidos no meio minimo, luz branca e escuro ndo

apresentaram diferencas significativas (Figura 10).
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Figura 10 - Média da porcentagem de germinagdo de conidios tratados com radiagdo UV de dez espécies de
fungos entomopatogénicos produzidos em: 1) meio BDA no escuro (Escuro); 2) meio BDA sob luz branca
(Luz); 3) condigdes de estresse nutritivo em meio minimo (MM).
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Fonte: Arquivo pessoal

Nota: Os conidios foram expostos a radiagdo UV por 100 a 210 minutos, equivalentes as irradidncias de 3.5 a
7.5 kJ/m2, respectivamente. & Nao houve producdo de conidios em meio minimo.
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5.2.2 Influéncia da luz branca no aumento da tolerancia ao estresse osmotico

A exposi¢do das células as condicdes de estresse moderado gera prote¢do, ndo sé
contra o fator que causa o estresse, mas também contra outros fatores de estresse (RANGEL,
2011). A exposi¢ao de M. anisopliae a 0,1 mM de menadiona (estresse oxidativo) ou a 0,4
M de NacCl (estress osmoético) conduziu a um efeito de proteccao cruzada a uma temperatura
de 45 ° C (RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2008). Neste estudo, foi observado um
efeito semelhante nos isolados B. bassiana (ARSEF 252), M. brunneum (ARSEF 1187), M.
robertsii (ARSEF 2575), T. cylindrosporum (ARSEF 3392), L. aphanocladii (ARSEF 6433)
e A. aleyrodis (ARSEF 10276), onde os conidios desses isolados produzidos sob a luz
branca, apresentaram resisténcia ao estresse osmotico se comparado com os conidios
produzidos no escuro (Figura 11). Estas resisténcias aumentadas contribuem para a
qualidade geral dos conidios, mesmo antes de um ataque de inseto ser iniciado.

Apesar de seis isolados apresentarem aumento de tolerancia ao estresse osmotico
quando crescidos sob a luz branca, os mesmos demonstraram diferentes tolerancias. O
isolado que apresentou maior tolerancia quando crescido sob a luz branca, foi M. robertsii
(ARSEF 2575), seguido de M. brunneum (ARSEF 1187) e A. aleyrodis (ARSEF 10276),
apresentando ser trés vezes mais tolerante nas concentragdes de 1.3 a 1.7 M de KCl do que
o isolado crescido no escuro. Os isolados B. bassiana (ARSEF 252), T. cylindrosporum
(ARSEF 3392) apresentaram ser duas vezes mais tolerante ao estresse osmoético na
concentracdo de 1.0 e 1.3 M de KCl, respectivamente. O isolado L. aphanocladii (ARSEF
6433), apresentou um discreto aumento de tolerancia ao estresse apenas na concentragao de
1.9 M de KCI. Estudos de efeito da luz no aumento de tolerancia ao estresse osmoético em
com fungos entompatogénicos sdo escassos. No estudo realizado com Tricoderma
atroviride, verificou-se que a luz estimulou a tolerancia ao estresse osmotico a 0.2 M de
KCl, ao ser comparado com o crescido no escuro (ESQUIVEL-NARANIJO et al., 2016).

Conidios de cinco isolados, B. bassiana (ARSEF 252), M. brunneum (ARSEF 1187),
M. robertsii (ARSEF 2575), 1. fumosorosea (ARSEF 3889), e M. anisopliae (ARSEF 5749)
produzidos sob estresse nutritivo (MM), foram tolerantes ao estresse osmotico do que
conidios produzidos no escuro em meio BDA (Figura 11).

Os isolados de 7. inflatum (ARSEF 4877) e S. lanosoniveum (ARSEF 6651), nao
apresentaram diferencas significativas, quando produzidos no meio minimo, luz branca e

escuro (Figura 11).
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Figura 11 - Média da porcentagem de germinagdo de conidios tratados com KCl de dez espécies de fungos
entomopatogénicos produzidos em: 1) meio BDA no escuro (Escuro); 2) meio BDA sob luz branca constante
(Luz) ; 3) condigdes de estresse nutritivo em meio minimo (MM).
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Fonte: Arquivo pessoal

Nota: Os conidios produzidos nas condi¢des acima foram inoculados em meios de cultura BDA contendo
concentragdes de 0.9 a 2.4 M de KCI. ¥ Nao houve produgéo de conidios em meio minimo.
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5.2.3 Influéncia da luz branca no aumento da tolerincia ao agente genotoxico 4-

nitroquinolina-1-oxido

O crescimento micelial sob luz branca aumentou significativamente a tolerancia ao
estresse causado pelo agente genotoxico em conidios de 3 isolados B. bassiana (ARSEF
252) e M. brunneum (ARSEF 1187) e A. aleyrodis (ARSEF 10276) (Figura 12).

O isolado que apresentou maior tolerdncia foi A. aleyrodis (ARSEF 10276),
apresentando ser trés vezes mais tolerante quando crescido sob a luz branca do que o isolado
crescido no escuro nas concentragdes de 0.7 a 2.0 uM de 4NQO. O segundo isolado foi M.
brunneum (ARSEF 1187), que apresentou ser duas vezes mais tolerante na concentragao 1.0
uM de 4NQO, por ultimo, o isolado B. bassiana (ARSEF 252) apresentou discreto aumento
e tolerancia apenas na concentracdo 0.7 pM de 4NQO. Este resultado corrobora com
Azevedo (2011), verificou que os isolados M. robertsii, M. brunneum e M. anisopliae,
crescidos sob luz branca apresentearam ser duas vezes mais tolerantes ao agente oxidativo
menadione do que os isolados crescido no escuro.

Devido a presenga de carotenoides, esperava-se que o A. aleyrodis fosse mais tolerante
ao 4NOQ do que os outros fungos que nao produzem carotendides. Entretanto, os géneros
Metarhizium e Beauveria nao produzem carotendide (FANG et al., 2010; GONZALES et
al., 2010; ZHAO et al., 2014) ou melanina (FANG et al., 2010; RANGEL et al., 2006) que
poderiam proteger conidios contra o estresse oxidativo.

No presente estudo, os isolados M. robertsii (ARSEF 2575) e I. fumosorosea
crescidos sob a luz branca, apresentaram significativo aumento de tolerancia a radiacao UV,
entretanto, ndo apresentarram aumento de tolerancia ao 4NQO, estre resultado ndo foi tao
surpreendente, porque investigagdes recentes em Saccharomyces cerevisiae demonstraram
claramente que o 4-NQO, ao contrario da luz UV de 254 nm, gera um grau substancial de
estresse oxidativo intracelular, com consequéncias significativas para células expostas a 4-
NQO ao nivel de morte celular e mutagénese (RAMOTAR et al., 1998).

O crescimento micelial sob estresse nutricional (MM) induziu moderadamente o
aumento da tolerancia de conidios ao estresse causado pelo agente genotoxico em conidios
de dois isolados, B. bassiana (ARSEF 252) e I. fumosorosea (ARSEF 3889) (Figura 12).

Os isolados M. robertsii (ARSEF 2575), T. cylindrosporum (ARSEF 3392), T.
inflatum (ARSEF 4877), M. anisopliae (ARSEF 5749), L. aphanocladii (ARSEF 6433) e S.
lanosoniveum (ARSEF 6651), ndo apresentaram diferengas significativas quando

produzidos no meio minimo, luz branca e escuro (Figura 12).



56

Figura 12 - Média da porcentagem de germinag@o de conidios tratados com 4NQO de dez espécies de fungos
entomopatogénicos produzidos em: 1) meio BDA no escuro (Escuro); 2) meio BDA sob luz branca constante
(Luz); 3) condigdes de estresse nutritivo em meio minimo (MM).
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Nota: Os conidios produzidos nas condi¢des acima foram inoculados em meios de cultura BDA contendo
concentragdes de 0.5 a 7.0 uM de 4NQO. Xl Ndo houve produgio de conidios em meio minimo.
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53 Influéncia da luz azul, vermelha e verde no aumento da toleriancia a radiacao

UV e ao estresse osmotico

O crescimento micelial em meio minimo induziu significativamente o aumento da
tolerancia radiagdo UV em conidios do isolado Metarhizium robertsii (ARSEF 2575),
seguido do crescimento micelial sob a azul e luz branca (Figura 13a).

O crescimento micelial sob a luz azul percival apresentou diferenca significativa em
150 e 160 minutos, seguido do crescimento micelial sob a luz verde com diferenga
significativa em 150 minutos. O crescimento micelial sob a luz vermelha produziu conidios
menos tolerantes a radiagdo UV, onde pode-se observar que a luz vermelha reduziu
significativamente a tolerancia (Figura 13a). O mesmo resultado foi observado no fungo
Metarhizium acridum, quando exposto a luz branca ou azul, apresentou aumento de
tolerancia a radiacdo UV-B. A luz vermelha, no entanto, ndo teve o mesmo efeito
(BRANCINI; RANGEL; BRAGA, 2016). Em Aspergillus fumigatus, por exemplo, a
exposicdo de fungos crescidos a luz azul leva a resisténcia a radiagdo UV, em relagdo as
amostras mantidas no escuro antes da exposi¢do (FULLER et al., 2013). A capacidade da
luz para promover a resisténcia UV também foi mostrada em Cryptococcus neoformans
(VERMA; IDNURM, 2013).

O crescimento micelial em meio minimo induziu significativamente o aumento da
tolerancia ao estresse osmoético em conidios do isolado Metarhizium robertsii (ARSEF
2575).

O crescimento micelial sob a luz branca, luz azul e luz azul percival, induziu aumento
signifivo da tolerancia ao estresse osmotico, se comparado com o controle crescido no
escuro, conforme pode ser observado nas concentragdes 1.3 e 1.4 M de KCl, entretanto, ndo
teve diferenca significativas entre eles. O crescimento micelial sob a luz vermelha
apresentou ser menos tolerante ao estresse osmotico, demonstrando que a luz vermelha afeta

significativamente a tolerancia (Figura 13b).
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Figura 13 - Média da porcentagem de germinagdo de conidios expostos a radiacdo UV em Metarhizium
robertsii (ARSEF 2575), produzido em: 1) meio (BDA) crescido no escuro (controle); 2) em meio BDA
crescido sob (A) luz branca (irradiancia 4.98 W m—2); (B) luz azul (irradidncia 4.8 W m-2); (C) luz azul
(irradiancia 9.7 W m-2); (C) luz verde (irradidncia 2.2 W m-2); (D) luz vermelha (irradiancia 2.8 W m-2) and
3) sob nutricional estresse (MM) no escuro.
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Fonte: Arquivo pessoal

Nota: (a) Os conidios foram expostos a radiagdo UV por 100 a 210 minutos, equivalentes as irradidncias de 3.5
a 7.5 kJ/m2, respectivamente. (b) Os conidios produzidos nas condigdes acima foram inoculados em meios de
cultura BDA contendo concentragdes de 1.0 a 2.1 M de KCI. As barras de erro séo os erros padriao de pelo
menos trés experiéncias independentes realizadas em tempos diferentes.
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54 Influéncia de Hipoxia e Anoxia no aumento da tolerancia a radiacio UV,

estresse osmotico e ao agente genotoxico 4-nitroquinolina-1-oxido

5.4.1 Influéncia de Hipoxia e Anoxia no aumento da tolerancia a radiagao UV

Nossos resultados mostram que a aplicacdo de atmosferas modificadas, contendo
baixas concentragdes de oxigénio, melhora a tolerancia dos conidios produzidos de quatros
isolados. Isso pode estar relacionado a uma alteragdo nos niveis de ROS e a resposta ao
estresse oxidativo (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

A condicao de hipoxia induziu o aumento da tolerancia de conidios ao estresse causado
pela radiagdo UV em quatro isolados B. bassiana (ARSEF 252), M. brunneum (ARSEF
1187), M. robertsii (ARSEF 2575), e M. anisopliae (ARSEF 5749) (Figura 14). O
crescimento micelial sob estresse andxico induziu maior tolerancia em conidios ao estresse
causado pelaradiagao UV em dois solados B. bassiana (ARSEF 252), e M. robertsii (ARSEF
2575) (Figura 14).

A adaptacdo de microorganismos sob o estresse oxidativo gerado por perdxido de
hidrogénio, radiagdo UV-A, ou outros oxidantes induz a protecdo cruzada para outras
condi¢des de estresse, radiagdo UV (VERMA; SINGH, 2001), calor e perdxido de
hidrogénio (HARTKE et al., 1995). No entanto, peroxido de hidrogénio ou radiagdo UV-A,
ndo induziram a protecdo cruzada contra a radiagdo UV e calor para M. anisopliae
(RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2008). Neste estudo, ¢ interessante observar que
todos os isolados do género Metarhizium, apresentaram significativo aumento de tolerancia.
O isolado que apresentou a maior tolerancia foi M. robertsii (ARSEF 2575), que em 150
min de exposic¢do a radiagdo UV, apresentou cerca de 90% de germinacdo quando crescido
sob hipdxia e 50% de germinacdo quando crescido sob anoxia, ao passo que o controle
crescido sob normoxia, apresentou apenas 5% de germinagao.

O crescimento micelial sob estresse nutricional (MM) induziu o aumento da tolerancia
de conidios ao estresse causado pela radiagdo UV em seis isolados B. bassiana (ARSEF
252), M. brunneum (ARSEF 1187), M. robertsii (ARSEF 2575), T. cylindrosporum (ARSEF
3392), T. inflatum (ARSEF 4877) e M. anisopliae (ARSEF 5749) (Figura 14).

Os isolados 1. fumosorosea (ARSEF 3889), L. aphanocladii (ARSEF 6433), S.
lanosoniveum (ARSEF 6651) e A. aleyrodis (ARSEF 10276), produzidos no meio minimo,

anoxia e hipoxia ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 14).
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Figura 14 - Média da porcentagem de germinacdo de conidios de dez espécies de fungos entomopatogénicos
produzidos em: 1) meio de cultura de batata dextrose agar (BDA) em condigdes normoxicas por 14 dias
(Controle); 2) meio BDA em condigdes de hipoxia (placas seladas com Parafilm) por 14 dias (Selada); 3) em
condigdes de anaerobiose a partir do segundo dia de crescimento por cinco dias, e transferidas em condigdes
normoxicas por sete dias (Anaerobiose); € 4) em condigdes de estresse nutritivo em meio minimo (MM).
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5.4.2 Influéncia de Hipoxia e Anoxia no aumento da toleriancia ao estresse osmético

Nossos resultados mostram que a aplicacdo de atmosferas modificadas, contendo
baixas concentragdes de oxigénio, melhora a tolerancia ao estresse osmoico dos conidios
produzidos em seis isolados. As condi¢des de hipoxia induziram nos isolados B. bassiana
(ARSEF 252), M. brunneum (ARSEF 1187), M. robertsii (ARSEF 2575), T. inflatum
(ARSEF 4877), M. anisopliae (ARSEF 5749) e A. aleyrodis (ARSEF 10276), a tolerancia
ao estresse osmotico (Figura 14). As condigdes de anoxia induziram os isolados M.
brunneum (ARSEF 1187), M. robertsii (ARSEF 2575), T. inflatum (ARSEF 4877) e M.
anisopliae (ARSEF 5749), a tolerancia ao estresse osmotico (Figura 15).

Novamente, B. bassiana (ARSEF 252) e todos os isolados do género Metarhizium,
apresentaram significativo aumento de tolerdncia. O isolado que apresentou a maior
tolerancia foi M. robertsii (ARSEF 2575), em 1.4 M de KCl, apresentou cerca de 90% de
germinagdo quando crescido sob hipdxia e 50% de germinagdo quando crescido sob anoxia,
ao passo que o controle crescido sob normoxia, apresentou apenas 20% de germinagdo
(Figura 15).

E interessante também observar que os isolados T. inflatum (ARSEF 4877) e A.
aleyrodis (ARSEF 10276), crescido sob hipdxia e anoxia, apresentaram significativa
tolerancia ao estresse osmotico se comparado com o controle e com 0 MM, como pode ser
observado em 1.7 M e 1.0 M de KClI, respectivamente (Figura 15).

Os isolados B. bassiana (ARSEF 252), M. brunneum (ARSEF 1187), M. robertsii
(ARSEF 2575), I fumosorosea (ARSEF 3889), M. anisopliae (ARSEF 5749) e S.
lanosoniveum (ARSEF 6651), produzidos sob estresse nutritivo (MM), foram mais tolerantes
ao estresse osmotico do que o controle (Figura 15).

Os isolados L. aphanocladii (ARSEF 6433), T. cylindrosporum (ARSEF 3392),
produzidos no meio minimo, anoxia ¢ hipoxia ndo apresentaram diferencas significativas
(Figura 15).

Os isolados 1. fumosorosea (ARSEF 3889), T. cylindrosporum (ARSEF 3392), e S.
lanosoniveum (ARSEF 6651) perdem a viabilidade ao serem transferidos para jarra de

anaerobiose (Figura 15).
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Figura 15 - Média da porcentagem de germinacdo de conidios de dez espécies de fungos entomopatogénicos
produzidos em: 1) meio de cultura de batata dextrose agar (BDA) em condi¢des normoxicas por 14 dias
(Controle); 2) meio BDA em condi¢des de hipoxia (placas seladas com Parafilm) por 14 dias (Selada); 3) em
condi¢des de anaerobiose a partir do segundo dia de crescimento por cinco dias, e transferidas em condi¢des
normoxicas por sete dias (Anaerobiose); e 4) em condi¢des de estresse nutritivo em meio minimo (MM).
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Fonte: Arquivo pessoal

Nota: Os conidios produzidos nas condi¢des acima foram inoculados em meios de cultura contendo
concentragoes de 0.9 a 2.4 M de KCI. &l Nao houve produgao de conidios em anaerobiose ou meio minimo.
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5.4.3 Influéncia de Hipoxia e Anoxia no aumento da tolerancia ao agente genotoxico

4-nitroquinolina-1-oxido

As condig¢des de hipoxia, induziram o aumento da tolerancia de conidios ao agente
genotoxico nos isolados B. bassiana (ARSEF 252) e M. brunneum (ARSEF 1187), e A.
aleyrodis (ARSEF 10276) (Figura 15). As condi¢des de andxia induziram o aumento da
tolerancia de conidios ao agente genotdxico nos isolados B. bassiana (ARSEF 252), M.
anisopliae (ARSEF 5749), e A. aleyrodis (ARSEF 10276) (Figura 16).

Novamente, os isolados B. bassiana (ARSEF 252), M. brunneum (ARSEF 1187) e M.
anisopliae (ARSEF 5749), apresentaram alta tolerancia ao estresse genotoxico, entretanto,
O isolado que apresentou maior tolerancia foi 4. aleyrodis (ARSEF 10276), apresentando
ser trés vezes mais tolerante do que o isolado crescido na normoxia nas concentragdes de 0.7
a 2.0 uM de 4NQO. Conforme ja foi mencionado, entre os fungos usados em nosso estudo,
A. aleyrodis ¢ a inica espécie que produz pigmento carotendide. Este resultado corrobora
com estudos de Souza (2011), que verificaram que conidios dos isolados A. aleyrodis
(ARSEF 10276), B. bassiana (ARSEF 252), M. brunneum (ARSEF 1187) e M. anisopliae
(ARSEF 5749), produzidos sob hipoxia e anoxia, apresentaram alta tolerancia ao estresse
oxidativo causado pelo ao menadiona.

O crescimento micelial sob estresse nutricional (MM) induziu o aumento da tolerancia
de conidios ao estresse ao agente genotoxico nos isolados Beauveria bassiana (ARSEF 252)
(Figura 16).

Os isolados M. robertsii (ARSEF 2575), T. cylindrosporum (ARSEF 3392), I
fumosorosea (ARSEF 38809), T. inflatum (ARSEF 4877), L. aphanocladii (ARSEF 6433) e
S. lanosoniveum (ARSEF 6651), produzidos no meio minimo, anoxia e hipoxia nao
apresentaram diferencgas significativas (Figura 16).

Os isolados 1. fumosorosea (ARSEF 3889), T. cylindrosporum (ARSEF 3392), e S.
lanosoniveum (ARSEF 6651) perdem a viabilidade ao serem transferidos para jarra de

anaerobiose (Figura 16).
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Figura 16 - Média da porcentagem de germinacdo de conidios de dez espécies de fungos entomopatogénicos
produzidos em: 1) meio de cultura de batata dextrose agar (BDA) em condigdes normoxicas por 14 dias
(Controle); 2) meio BDA em condigdes de hipoxia (placas seladas com Parafilm) por 14 dias (Selada); 3) em
condigdes de anaerobiose a partir do segundo dia de crescimento por cinco dias, e transferidas em condigdes
normoxicas por sete dias (Anaerobiose); e 4) em condigdes de estresse nutritivo em meio minimo (MM)
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120 120
g ARSEF 5749 M. anisopliae O Controle | 7 ARSEF 6651 S. lanosoniveum O Controle
100 1 O Hipoxia 100 e g = a = O Hipoxia
B Anoxia I B Anoxia
g ol MM € ] T MM
g H
£ o0 £ 601
£ £ aa,
Syl © 40 aa
20 20 mi
0 o A 0 T LU T T T VAT miﬁiﬁifﬁﬂﬁ*
0 05 07 10 15 20 25 30 35 40 0 05 07 10 L5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Concentragiio (nM) Concentragio (uM)
120 120
h ARSEF 6433 L. aphanocladii E Controle | J ARSEF 10276 A. aleyrodis H Controle
100 {mm mm mEFr e 6 - E Hipoxia 100 4 O Hipoxia
f E Anoxia B Anoxia
9 I MM : MM
< 804 S 801
g a 4
£ 601 £ 60
E a a E
)
O 404 blla O 40
bl |by
20 I I 20

0 05 07 10 L5

Fonte: Arquivo pessoal

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0
Concentragio (uM)

0.5

0.7

1.0 15 2.0 25 3.0
Concentragio (uM)

35 4.0

Nota: Os conidios produzidos nas condigdes acima foram inoculados em meios de cultura contendo
concentragdes de 0.5 a 4.0 uM de 4NQO. Xl Nao houve produgdo de conidios em anaerobiose ou meio minimo.
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5.5 Correlagio entre a tolerancia de conidios produzidos sob luz visivel, anoxia e

hipoxia aos diferentes estresses

Conidios do fungo B. bassiana (ARSEF 252), crescidos sob luz visivel apresentaram
um aumento de tolerancia ao KCl e ao 4NQO. Enquanto que conidios sob hipoxia e estresse
nutritivo (MM) apresentaram um aumento de tolerancia a radiacao UV, KCI e ao 4NQO.
Conidios sob anoxia, apresentaram um aumento de tolerancia a radiagdo UV e ao 4NQO
(Tabela 4).

Conidios do fungo M. brunneum (ARSEF 1187) crescidos sob luz visivel
apresentaram aumento de tolerancia ao KCl e ao 4NQO. Enquanto que conidios sob hipoxia
apresentaram aumento de tolerancia a radiacao UV, KCI e ao 4NQO, conidios sob estresse
nutritivo (MM) apresentaram aumento de tolerancia a radiagdo UV e ao KCI. Conidios sob
anoxia apresentaram aumento de tolerancia apenas ao KCI (Tabela 4).

Conidios do fungo M. robertsii (ARSEF 2575) crescidos sob luz visivel, hipoxia,
anoxia e sob estresse nutritivo (MM) apresentaram aumento de tolerancia a radiacao UV e
ao KCI (Tabela 4).

Conidios do fungo 7. cylindrosporum (ARSEF 3392) crescidos sob luz visivel
apresentaram aumento de tolerancia apenas ao KCIl. Enquanto que conidios crescidos
estresse nutritivo (MM) apresentaram aumento de tolerancia apenas a radiacao UV (Tabela
8).

Conidios do fungo I fumosorosea (ARSEF 3889) crescidos sob luz visivel
apresentaram aumento de tolerancia apenas a radiagao UV. Enquanto que conidios crescidos
sob estresse nutritivo (MM) apresentaram aumento de tolerancia ao KCl e ao 4NQO. Nao
houve producao de conidios sob anoxia (Tabela 4).

Conidios do fungo 7. inflatum (ARSEF 4877), crescidos sob luz visivel ndo
apresentaram diferenga de tolerancia aos diversos tipos de estresse. Entretanto, quando
crescidos sob hipoxia e anoxia apresentaram aumento de tolerancia ao KCI apenas. Ja
quando os conidios foram crescidos sob estresse nutritivo (MM), apresentaram aumento
apenas a radiacdo UV (Tabela 4).

Conidios do fungo M. anisopliae (ARSEF 5749) crescidos sob luz visivel ndo
apresentaram diferenca de tolerancia aos diversos tipos de estresse. Entretanto, conidios
crescidos sob hipoxia e sob estresse nutritivo (MM) apresentaram aumento de tolerancia a
radiagdo UV e ao KCI. Enquanto que conidios crescidos sob anoxia apresentaram aumento

de tolerancia ao KCl e 4NQO (Tabela 4).
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Conidios do fungo L. aphanocladii (ARSEF 6433) crescidos sob luz visivel
apresentaram aumento de tolerancia apenas a radiagdo ao KCIl. Nao houve producdo de
conidios sob anoxia (Tabela 4).

Conidios do fungo S. lanosoniveum (ARSEF 6651) crescidos apenas sob estresse
nutritivo (MM) apresentaram aumento de tolerdncia ao KCl. Nao houve producdo de
conidios sob anoxia (Tabela 4).

Conidios do fungo 4. aleyrodis (ARSEF 10276) produzidos sob luz visivel
apresentaram aumento de tolerancia ao KCI e ao 4NQO. Enquanto que conidios crescidos
sob anoxia apresentaram aumento de tolerdncia apenas ao 4NQO. Entretanto, conidios
produzidos sob hipoxia apresentaram aumento de tolerancia KCI e ao 4NQO. Nao houve

producao de conidios sob estresse nutritivo (MM) (Tabela 4).

Tabela 4 - Correlagéo entre as tolerancias de conidios em diferentes estresses

Producao Producao
conidial Producio conidial conidial Producio conidial
sob luz visivel sob hipoxia sob anoxia sob MM

Espécies UV | KCI1|4NQO | UV |KCI|4NQO | UV |KCI|[4NQO | UV | KCI | 4NQO
Beauveria

bassiana Nio|Sim| Sim | Sim | Sim| Sim |Sim|N&do| Sim |Sim| Sim | Sim
Metarhizium
brunneum Nio|Sim| Sim | Sim | Sim| Sim |N&o|Nio| Nao |Sim| Sim | Nio
Metarhizium
robertsii Sim | Sim| Ndo | Sim [Sim | Nio [Né&o|Sim| Nao |Sim| Sim | Nio
Tolypocladium

cylindrosporum | Ndo | Sim | Nado | Nao |Nao| Nao [Nado|Ndo| Nado |Sim| Nido | Nio
Isaria

fumosorosea Sim | Nao| Ndo | Ndo |Nado| Nio * * * Nao| Sim | Sim
Tolypocladium

inflatum Nao|Nado| Nado | Ndo | Sim | Nado |Nédo|Sim| Nado [Sim| Ndo | Nio
Metarhizium

anisopliae Nao|Nado| Nado | Sim | Sim| Ndo |N&o|Sim| Sim [Sim| Sim | Néo
Lecanicillium

aphanocladii | N2o| Sim | Ndo | Ndo |Nao| Nio * * * Nao | Ndo | Nio
Simplicillium

lanosoniveum | Nao|Nao| Nao | Nio |Nio| Nao * * * Nao | Nao | Nao
Aschersonia

aleyrodis Nao|Sim | Sim | Ndo | Sim | Sim |N&o|Nao| Sim [ ** [ ** ok

Fonte: Arquivo pessoal.

Nota: Sim, induziu a resposta ao aumento de tolerancia. Ndo, ndo induziu a resposta ao aumento de tolerancia.
*Nao houve produgao de conidios sob anoxia. **Nao houve producao de conidios sob estresse nutritivo (MM)
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5.6 Analises de expressio génica

As HSPs sao uma classe de proteinas que conferem auto-prote¢do em condigdes de
estresse geral, que apresentam sequécias conservadas ao longo do tempo. Essas proteinas
funcionam como chaperonas moleculares, que ajudam a proteger da desnaturacdo de
proteinas irreversiveis (KARUNANITHI; BROWN, 2015). Neste estudo, selecionamos um
membro dos bem conhecidos pequenos HSPs (Mrhsp30), mas também um gene pertencente
aos HSPs menos estudados (Mrhsp101). Ao comparar as expressoes génicas nas diferentes
condi¢des de cultivo, observou-se que o gene hsp30 foi induzido em todas as condigdes,
exceto pela condi¢ao de hipoxia, que apresentou a indugdo do gene hspl101. Embora o gene
hsp30 tenha sido expresso, houve uma grande variagao de expressao nos diferentes cultivos
(tabela 5). Portanto, ambos os genes foram altamente regulados sob diferentes condicoes de
luz branca e condigdes de oxigénio, sugerindo um papel ativo de HSPs em exposic¢do fingica
aos diferentes componentes do espectro visivel e oxigenagdo. Esses resultados confirmam a
ampla atividade dessas proteinas para mitigar condi¢des estressantes muito diferentes e nao
relacionadas; varios genes de hsp foram induzidos por temperaturas extremas, a presenca de
agentes oxidativos ou osmoticos (WANG et al., 2014) e durante a interagdo com o inseto
hospedeiro (LOVETT; ST. LEGER, 2015).

Ambos as superoxido dismutases como as catalases desempenham um papel
importante na defesa celular de primeira linha contra espécies reativas de oxigénio (ROS).
Nao ha relatos sobre a caracterizagdo funcional de genes de superoxido dismutase em M.
robertsii. Depois de pesquisar no genoma de M. robertsii, selecionamos para a expressao
estudos os genes ortdlogos que codificam para dois SODs citosolicos; ou seja, os genes
(Mrsodl) e (Mrsod2). Ambos foram diferencialmente expressos sob as condigdes de
crescimento e luz testadas, Mrsod1 nao foi regulado, mas Mrsod2 foi regulado em fungos
cultivados em meio minimo e conidios que ficaram expostos a luz vermelha. Embora nao
haja informagdes sobre esses genes em fungos entomopatogénicos expostos a luz e
condig¢oes de oxigénio, B. bassiana utiliza ambos os genes para eliminar com sucesso o ROS
gerado pela radiagdo UV-A e UV-B; no entanto, Bbsod2 contribui muito mais do que
Bbsodl para a atividade SOD total em fungos a estresse UV (XIAO et al., 2012). A
fotorreativacdo ¢ um mecanismo de reparo direto onde a enzima, denominada fotoliase,
reverte diretamente as lesdes do DNA induzidas por luz UV, protegendo o genoma dos
efeitos deletérios da radiacao (FARAJI; DREUW, 2014). Neste estudo, o Mr6-4phr foi

induzido sob exposi¢do a luz branca, azul e verde, da mesma forma que no meio minimo,
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mas 0 MrCPDphr ndo foi regulado, sugerindo que Mr6-4phr esta mais comprometido do que
o MrCPDphr na reparagdo do DNA de M. robertsii.

Estudos demonstram que o gene de Mrprl ¢ regulado de forma ascendente em meio
minimo, isolados ou adicionados com cuticula de insetos ou caseina (FREIMOSER et al.,
2003), em coincidéncia com o nosso resultado em meio minimo. O nivel de transcri¢do de
Mrprl também foi mais abundante do que os controles em fungos expostos a luz verde. As
hidrofobinas sdo proteinas localizadas na superficie dos conidios que fornecem um padrao
hidrofobico superficial, facilitando a ligagdo passiva a superficies hidrofobicas, como a
epicuicula do inseto. O promotor hssgA de M. robertsii compartilha elementos reguladores
a montante com o promotor Mrprl, sugerindo um padrio de expressdo semelhante
(BIDOCHKA; KONING; LEGER, 2001). No entanto, encontramos diferentes niveis de
expressdo para ambos os genes. Diferentes vias de sinalizacdo podem ser ativadas por
diferentes condicdes de estresse de forma complexa, ¢ necessaria uma caracterizagdo
funcional adicional de todos esses genes e seus promotores, a fim de desenhar um cenario

mais completo sobre seu papel para mitigar condi¢des estressante.

Tabela 5 - Expressdo média de genes superexpressos em M. robertsii (ARSEF 2575) cultivados em: meio
minimo, luz branca, luz azul, luz verde, luz vermelha, luz verde, hipéxia e anoxia, comparando-se com o
controle cultivado em meio BDA no escuro.

Gene Fold induction P
Meio minimo Mr6-4 phr 106.6 0.000
Mrhsp30 213.8 0.000
Mrsod?2 3.34 0.000
Luz branca Mr6-4 phr 31.0 0.000
Mrhsp30 5.6 0.000
Mr6-4 phr 174.4 0.000
Luz azul Mrtps 13.2 0.000
Mrhsp30 12.5 0.000
Mrtps 36.6 0.000
Luz vermelha Mthsp30 61.5 0.000
Mrhsp101 54.4 0.000
Mrsod?2 1.83 0.000
Mrtps 15.2 0.000
Mrhsp30 20.0 0.000
Luz verde Mrhsp101 47.8 0.000
Mrprl 19.3 0.036
Hipoxia Mrtps 10.3 0.000
MrHsp101 14.0 0.000
Anoxia Mrhsp30 9.1 0.0033

Fonte: Arquivo pessoal.
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6

CONCLUSAO

a)

b)

c)

d)

g)

A luz branca induziu o aumento de tolerancia aos estresses em B. bassiana (KCl e
4NQO), M. brunneum (KCI e 4NQO), M. robertsii (UV e KCl), T. cylindrosporum
(KC), . fumosorosea (UV), L. aphanocladii (KCl) e A. aleyrodis (KCI e 4NQO);
A hipoxia induziu o aumento de tolerancia aos estresses em B. bassiana (UV, KCl e
4NQO), M. brunneum (UV, KCI e 4NQO), M. robertsii (UV, KCl), M. anisopliae
(UV e KCI), T. inflatum (KCl) e 4. aleyrodis (KCI e 4NQO);

A anoxia induziu o aumento de tolerancia ao estresse em B. bassiana (UV ¢ 4NQO),
M. brunneum (KCl), M. anisopliae (KCl e 4NQO), M. robertsii (UV e KCl), T.
inflatum (KCl). 4. aleyrodis (4NQO);

Na influéncia da luz azul, vermelha ¢ verde no aumento da tolerancia a radiagao UV
e ao estresse osmotico em M. robertsii, observou-se o aumento de tolerancia em
conidios produzidos sob MM, seguido de conidios produzidos sob luz azul e luz
branca. O crescimento micelial sob luz vermelha apresentou ser menos tolerante em
ambos os tratamentos, afetando de forma significativa a germinagao;

Na analise de expressdo génica, os genes superexpressos foram: Mrhsp30 (MM, luz
branca, luz, vermelha, luz verde, anoxia), Mrhsp101 (luz vermelh, a luz verde e
hipoxia), Mr6-4 phr (MM, luz branca, luz azul), Mrsod2 (MM, luz vermelha), Mrtps
(luz azul, vermelha, verde e hipoxia), Mrprl (luz verde);

De maneira geral, este estudo mostrou que a manipulacdo da luz bem como de
diferentes condi¢des de oxigénio durante o crescimento micelial em dez isolados de
fungos entomopatogénicos, apresentaram efeitos positivos no aumento de tolerancia
aos estresses testados. Foi observado que nao ha respostas homogéneas para fungos
entomopatogénicos expostos a condi¢cdes semelhantes de estresse, sugerindo que
existem diferentes respostas, portanto, a observacdo dessas diferentes respostas,
podem ser decisivos na escolha desses novos esquemas na producdo de fungos
entomopatogénicos para o controle biologico.

Dentre os isolados testados, observou-se que M. robertsii e B. Bassiana,
apresentaram maior frequencia de aumento de tolerancia nos diferentes tratamentos,
esse resultado ¢ interessante, pois ambos sdo altamente utilizados na agricultura para
o controle biologico de insetos, portanto, a possibilidade de conseguir o aumento de
tolerancia aos fatores bidticos e abioticos € altamente promissor, visto que beneficara

muitos agricultores.
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