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RESUMO

Pouco se sabe sobre o impacto da hipoxia e anOxia durante o crescimento micelial
na tolerancia a diferentes condicbes de estresse do desenvolvimento de conidios
fungicos. Os conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos em meio de agar
batata dextrose (PDA) sob normoxia (controle = concentragcdes normais de oxigénio),
hipoxia continua e andxia transitéria, bem como meio minimo. A tolerancia dos
conidios produzidos nessas diferentes condi¢cdes foi avaliada em relacdo ao calor
umido (estresse térmico), menadiona (estresse oxidativo), cloreto de potassio
(estresse osmotico), radiacdo UV e 4-nitroquinolina-1-0xido (estresse genotoxico 4-
NQO). O crescimento sob condi¢ao hipoxica induziu maior tolerancia dos conidios de
M. robertsii & menadiona, KCI e radiacdo UV. A condi¢éo anodxica transitoria induziu
maior tolerancia dos conidios ao KCI e a radiacdo UV. O estresse nutricional (ou
seja, meio minimo) induziu maior tolerancia dos conidios ao calor, menadiona, KCl e
radiacdo UV. O gene hsp30 e hsp101 que codifica uma proteina de choque térmico
foi superexpresso, em analise molecular, sob condicdo anoxica. Em concluséo, o
crescimento sob hipdxia e andxia produziu conidios com maior tolerancia ao estresse
do que os conidios produzidos em condi¢ées normoxicas. O estresse nutritivo gerado
pelo meio minimo, no entanto, induziu uma tolerancia ao estresse muito maior. Essa
condicdo também causou o maior nivel de expressdo génica nos genes hsp30 e
hsp101. Permitindo concluir que houve uma maior adaptacdo ao estresse dos
conidios produzidos sob estresse nutritivo, hipdxia e anodxia.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos; resisténcia cruzada; hipoxia; andxia
transitéria; normoxia; adaptacdo; estresse nutricional; radiacdo UV-B; estresse por

calor, estresse oxidativo, estresse osmotico, estresse genotoxico.
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ABSTRACT

Little is known about the impact of hypoxia and anoxia during mycelial growth on
tolerance to different stress conditions of fungal conidia development. Metarhizium
robertsii conidia were produced on potato dextrose agar (PDA) medium under
normoxic (control = normal oxygen concentrations), continuous hypoxia and transient
anoxia, as well as minimal medium. The tolerance of conidia produced under these
different conditions was evaluated in relation to moist heat (thermal stress),
menadione (oxidative stress), potassium chloride (osmotic stress), UV radiation and
4-nitroquinoline-1-oxide (genotoxic stress 4-NQO ). Growth under hypoxic conditions
induced greater tolerance of M. robertsii conidia to menadione, KCl and UV radiation.
The transient anoxic condition induced greater tolerance of conidia to KCI and UV
radiation. Nutritional stress (ie, minimal medium) induced greater tolerance of conidia
to heat, menadione, KCI| and UV radiation. The hsp30 and hsp101 gene encoding a
heat shock protein was overexpressed in molecular analysis under anoxic condition.
In conclusion, growth under hypoxia and anoxia produced conidia with greater stress
tolerance than conidia produced under normoxic conditions. The nutritional stress
generated by the minimal medium, however, induced a much higher stress tolerance.
This condition also caused the highest level of gene expression in the hsp30 and
hsp101 genes. Allowing concluding that there was a greater adaptation to the stress
of the conidia produced under nutritional stress, hypoxia and anoxia.

Keywords: entomopathogenic fungi; cross-resistance; hypoxia; transient anoxia;
normoxia; adaptation; nutritional stress; UV-B radiation; heat stress, oxidative stress,

osmotic stress, genotoxic stress
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DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Pouco se sabe sobre o impacto da hipoxia e anoxia durante o crescimento do fungo
patdbgeno de inseto Metarhizium robertsii na tolerdncia cruzada a diferentes
condi¢cOes de estresse. Os conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos em
meio de &agar batata dextrose (PDA) sob normoxia (controle = concentracdes
normais de oxigénio), hipéxia continua e anodxia transitoria. O crescimento sob
hipoxia e andxia produziu conidios com maior tolerancia a estresses do que 0s
conidios produzidos em condi¢des normoéxicas. Essa condicdo também causou o
maior nivel de expressao génica nos genes hsp30 e hspl101. Permitindo concluir que
houve uma maior adaptacdo ao estresse dos conidios produzidos sob hipdxia e

anoxia..
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LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em
normoéxia (controle), hipoxia continua, anoxia transitoria e em meio minimo (MM).
Uma suspenséao de conidios produzida nesses quatro tratamentos foi exposta a
L LS SN (=] 1 1o o PP T P PPPRPPPPP 38
Figura 2 — Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos
em normoxia (controle), hipoxia continua, anoxia transitoria e em meio minimo
(MM). Uma suspensado de conidios produzida nesses quatro tratamentos foi
exposta a estresse oxidativo causado por
La1] gF=To [To] o b= HO PP TP TTTTPPPPP 39
Figura 3. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em
normoxia (controle), hipdxia continua, anoxia transitéria e em meio minimo (MM).
Uma suspenséao de conidios produzida nesses quatro tratamentos foi exposta ao
estresse osmotico causado por cloreto de
[010] = 1= o J 40
Figura 4. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em
normoéxia (controle), hipoxia continua, anoxia transitoria e em meio minimo (MM).
Uma suspensdo de conidios produzida nesses quatro tratamentos foi exposta a
7= 10 [ = Tox= T TN UL LY 39
Figura 5. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em
normoéxia (controle), hipoxia continua, anoOxia transitoria e em meio minimo (MM).
Uma suspenséo de conidios produzida nesses quatro tratamentos foi exposta ao

estresse genotoxico causado pelo composto mutagénico 4-nitroquinolina 1-6xido (4-
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Figura 6. Producao de conidios de Metarhizium robertsii produzidos nos tratamentos

em normoxia (controle), hipdxia continua, anodxia transitéria e em meio minimo

Figura 7. Quantidade relativa normalizada (NRQ) de transcritos de fungos
selecionados medidos por RT-gPCR. As barras de erro representam SE das médias
de trés réplicas bioldgicas. Valores estatisticamente diferentes entre cada tratamento
(hipoxia, anoxia e fungos cultivados em meio minimo) e controles foram
determinados pelo teste t de Student e estdo marcados com um

2 1 (=] 5101 o JU TP 44
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1 INTRODUCAO

Os fungos exibem as respostas ambientais centrais, incluindo a inducédo de
um conjunto central de genes que respondem a diversos estresses ambientais, que
conferem protecdo cruzada contra o estresse (BROWN et al., 2020; RANGEL,
2011). Quando o fungo patégeno de insetos Metarhizium robertsii sofre um forte e
constante estimulo estressante durante o crescimento micelial, este fungo produzira
descendentes (conidios) que apresentam maior tolerdncia ao mesmo ou a outros
tipos de condigbes de estresse (RANGEL, 2011). M. robertsii responde a muitas
condicbes de estresse, incluindo estresse nutricional (RANGEL et al.,, 2006a;
RANGEL et al., 2008b), choque térmico (RANGEL et al., 2008b), estresse osmotico
(RANGEL et al.,, 2008b), estresse oxidativo (RANGEL et al., 2008b), estresse
alcalino (RANGEL et al., 2015b), acido salicilico (RANGEL et al., 2012), iluminacéo
(DIAS et al., 2020; DIAS et al., 2021; RANGEL et al., 2011), estresse biotico
causado por antagonismo fungico (Medina et al., 2020) e hipoxia (RANGEL et al.,
2015b), que por sua vez produzem conidios mais tolerantes a diversas outras
condicdes de estresse. Os conidios de M. robertsii produzidos sob estresse nutritivo,
estresse osmoético e andxia transitoria também s&o mais virulentos para insetos
(OLIVEIRA et al., 2018; OLIVEIRA E RANGEL, 2018; RANGEL et al., 2008a) porque
muitos genes relacionados ao estresse também sao genes relacionados a viruléncia
gue sao regulados durante o crescimento sob estresse (DIAS et al., 2020).

Hipdxia (baixa concentracdo de oxigénio) e andxia (deplecdo total do nivel de
oxigénio) sdo condicdes que estressam 0s microrganismos aerdébicos que
necessitam de oxigénio para crescer (MASUO et al., 2010). A hipoxia causa

alteracdes significativas no metabolismo fungico (ALDER-RANGEL et al., 2018;



16

ALDER-RANGEL et al., 2020; CAMILO E GOMES, 2010; ERNST E TIELKER, 2009;
HILLMANN et al., 2015; MASUO et al., 2010; RANGEL et al., 2015a; SHIMIZU et al.,
2010), crescimento micelial (OLIVEIRA E RANGEL, 2018) e viruléncia (HILLMANN
et al., 2015; OLIVEIRA E RANGEL, 2018). A hipOxia esta associada a resposta ao
dano do DNA (SHIMIZU et al., 2009) e induz as respostas ambientais centrais
(BROWN et al., 2020). A analise das respostas transcricionais revelou que a hipoxia
influencia principalmente a expressdo de genes para respostas ao estresse,
conservacao de energia e metabolismo de carbono (BONACCORSI et al., 2006;
CHUN et al., 2007; MASUO et al., 2010; SETIADI et al., 2006). O crescimento em
hipoxia também tem efeitos dramaticos na parede celular do fungo e na expressao
de enzimas glicoliticas (BUTLER, 2013).

A hipdxia é tipica na maioria dos ambientes de campo de batalha da interacéo
hospedeiro-patégeno (ERNST E TIELKER 2009). Fungos entomopatogénicos,
alguns dos quais sdo usados comercialmente para controle biol6gico de insetos (LI
et al., 2010; MAGAN, 2001; MASCARIN et al., 2010), também devem lidar com a
hipéxia durante sua entrada no hospedeiro do inseto. A capacidade de crescer no
solo varios centimetros abaixo da superficie pode ter fungos entomopatogénicos
pré-adaptados para proliferar na hemolinfa do inseto com seu baixo teor de oxigénio
(ST. LEGER E WANG, 2020). O fungo M. robertsii € um importante agente para o
controle biol6gico mundial de insetos-praga agricolas (ALSTON et al., 2005; LI et al.,
2010; RANGEL et al., 2022; RANGEL E CORREIA, 2003) e vetores de doencas (AL
-AIDROOS E ROBERTS, 1978; RANGEL et al., 2020). Assim, a producédo de
conidios, a viruléncia a insetos e a tolerancia ao estresse de conidios dos isolados
fungicos sdo qualidades muito importantes para melhor servir como agentes de

controle biol6gico de insetos na agricultura e na saude publica. Aqui estudamos
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como o crescimento micelial de M. robertsii sob hipoxia e andxia transitoria afeta a
tolerancia dos conidios produzidos ao calor, estresse oxidativo, estresse osmotico,
radiacdo UV e estresse genotoxico. Aléem disso, foram avaliados, através de testes
moleculares, os padroes de expressdo de um conjunto de genes usualmente

envolvidos em diferentes respostas ao estresse.
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2 OBJETIVOS
Estudar os efeitos da hipdxia e anodxia transitoria no crescimento micelial de
conidios de Metarhizium robertsii, quando sobmetidos aos estresses térmico,

oxidativo, osmotico, radiacdo UV e genotoxico.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Estudar os efeitos da hipdxia e anOxia transitéria durante o crescimento
micelial de Metarhizium robertsii na tolerancia dos conidios ao calor,
estresse oxidativo, estresse osmoético, radiacdo UV e estresse
genotoxico.
e Avaliar os padrbes de expressao de um conjunto de genes usualmente
envolvidos em diferentes respostas a estresses do fungo Metarhizium

robertsii quando expostos a hipdxia e andxia transitéria.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS E CONTROLE BIOLOGICO

O uso indiscriminado de agrotoxicos tem sido durante muitos anos o principal
meio de controle de pragas em diversas culturas agricolas no Brasil e em diversas
partes do mundo (LI et. al., 2010). Com isso, sdo causados varios desequilibrios
ambientais nesses ecossistemas, que vao desde a superpopulacdo de pragas,
selecdo de insetos resistentes, poluicdo dos solos e aquiferos até causando danos a
saude humana (PEDIGO, 2002). O Brasil e a China tém obtido grandes progressos
na producdo de bioinseticidas para controle de insetos agricolas e florestais (LI et.
al., 2010).

Os fungos entomopatogénicos sdo encontrados em ecossistemas agricolas e
naturais (ROBERTS; ST. LEGER, 2004) e sao considerados um dos principais
agentes de controle biol6gico de pragas agricolas (LI et. al., 2010). Além disso,
esses patdgenos possuem alta capacidade de disseminar seus esporos através da
acao dos ventos e chuvas para locais distantes.

Fungos patdégenos de insetos podem infectar diferentes estadgios de
desenvolvimento dos hospedeiros, como 0s ovos, larvas, pupas e adultos (COOK,
1996). Diferentemente de outros micro-organismos entomopatégenos, fungos
infectam o0s insetos principalmente pela penetracdo através do tegumento. Esta
caracteristica apresenta uma vantagem em relagdo as bactérias e virus
entomopatogénicos, que causam doenca apenas apos a ingestdo do micro-
organismo durante a alimentacdo (ROBERTS; ST. LEGER, 2004). O processo de
infeccdo dos fungos entomopatogénicos ocorre através da adesdo e germinacéo de
conidios na superficie do inseto, seguida de penetracdo fisica por um apressorio

através da cuticula (ROBERTS; ST. LEGER, 2004). Além da penetracéo fisica,
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ocorre a acdo de enzimas (proteases, lipases e quitinases) que digerem o
exoesqueleto do inseto (ROBERTS; ST. LEGER, 2004). As hifas desenvolvem-se na
cavidade interna no corpo do hospedeiro, ocorrendo em seguida a liberacdo de
micotoxinas causando a paralisacdo ou morte do inseto. O micélio surge
externamente do corpo do inseto produzindo esporos que poderdo ser dispersos no
ambiente infectando assim outros insetos (ROBERTS; ST. LEGER, 2004).

Os fungos entomopatogénicos mais estudados pertencem aos géneros
Aschersonia, Beauveria, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces, Tolypocladium,
Hirsutella e Verticilium (HUMBER et. al.,, 2011). Os géneros mais estudados e
usados em programas de controle biolégico sdo Metarhizium e Beauveria (LI et. al.,
2010).

O fungo Beauveria bassiana € uma espécie muito utilizada como micoinseticida
em diversos tipos de plantacdes para o biocontrole de pragas como a broca-do-café
no Brasil e Colébmbia (FARIA; WRAIGHT, 2007). Mundialmente sdo encontrados
diversos produtos comerciais para controle bioldégico contendo B. bassiana como
ingrediente ativo (FARIA; WRAIGHT, 2007), assim como, o fungo Metarhizium
anisopliae que tem sido utilizado em larga escala como um agente de controle
biolégico de grande eficacia, tendo como hospedeiro mais de 200 espécies de
insetos, sendo muito usado como bioinseticidas de cigarrinhas de cana de agucar no
Brasil (LI et. al., 2010).

3.2 TOLERANCIA DE FUNGOS A DIFERENTES ESTRESSES DO MEIO
AMBIENTE

Um dos maiores problemas para o uso de fungos entomopatogénicos ¢é altas
temperaturas e outros estresses ambientais que os fungos estdo expostos. Altas

temperaturas podem alterar processos fisiolégicos quando seguido de elevada
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umidade causando danos na membrana citoplasmatica (CRISAN, 1973) e inativacao
e desnaturacdo de proteinas (CRISAN, 1973). Em contraste a exposi¢cao ao calor
seco causa danos ao DNA através da perda de bases nitrogenadas levando a
depurinacdo (SETLOW; SETLOW, 1996). Os fungos entomopatogénicos podem
sobreviver em uma amplitude relativamente grande de temperaturas, mas
temperaturas acima de 34 ou 35 °C sao restritivas ao crescimento destes fungos
(RANGEL et. al., 2010).

Os fungos utilizam varios mecanismos para se proteger de altas temperaturas
e para sobreviver a esse estresse induzem mecanismos de protecdo sob essas
condi¢cbes, por exemplo, as proteinas de choque térmico (HSP) sédo induzidas
quando os fungos estdo sob a condicdo de estresse térmico, neutralizando os
efeitos do estresse e levando a um aumento da tolerancia ao calor (RENSING et. al.,
1998; RANGEL et. al.,, 2011). Outro exemplo de mecanismo é a acumulacao
endogena de polidis e trealose ligados a resisténcia biologica dos fatores abioticos
ambientais adversos (SINGER; LINDQUIST, 1998). A utilizacdo da substancia poliol
nas células aumenta a taxa de germinacdo dos fungos ampliando a sua
sobrevivéncia durante o seu armazenamento em longo prazo, e a trealose estabiliza
proteinas durante o choque térmico e preserva a integridade das membranas
(RANGEL et. al., 2008; SINGER; LINDQUIST, 1998).

Outra condicdo que interfere no desenvolvimento dos fungos € o estresse
oxidativo que é causado por espécies reativas de oxigénio (EROS) que séo geradas
como resultado de seu metabolismo celular (FRIDOVICH, 1978a; FRIDOVICH,
1978b). As espécies reativas de oxigénio mais estudadas sdo os radicais
superoéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, e quando produzidos em

excesso podem causar danos no DNA (acido dexorribonucleico) proteinas e lipidios
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(FRIDOVICH, 1978a; FRIDOVICH, 1978b). Quando o nivel de EROS excede a
capacidade antioxidante das células, ocorre o estresse oxidativo, alguns fatores que
induzem a formacdo da EROS incluem a radiacédo ionizante, radiacdo ultravioleta,
peréxido de hidrogénio, metais pesados, e outros produtos quimicos (JAROSZ;
LINDQUIST, 2010). Os fungos entomopatogénicos sédo suscetiveis a EROS quando
sao induzidas pelo calor e radiagcdo UV-A e estresse nutritivo quando estdo expostos
ao meio ambiente (RANGEL et. al., 2006), e quando estdo dentro do hospedeiro,
eles estdo sujeitos as células fagociticas que geram a formacdo da EROS para
eliminar patdgenos invasores (WANG; ST. LEGER, 2006). Varios produtos quimicos
como menadione, diamide, peroxido de hidrogénio, paraquat, cloreto de sodio entre
outros, induzem a formacéo de espécies reativas de oxigénio, atraves da acao direta
na cadeia respiratoria das células eucaridticas (ALl et. al., 2011; FRIDOVICH,
1978a; FRIDOVICH, 1978b, JAROSZ; LINDQUIST, 2010), causando estresse
oxidativo. Em contrapartida, o organismo possui um complexo processo de defesa
antioxidante enzimatico que combate os agentes oxidantes (EROS) evitando um
maior dano celular, como as enzimas superoxido dismutase e catalase que funciona
em conjunto, a superéxido dismutase convertendo o radical superéxido em peréxido
de hidrogénio que é reduzido em agua e oxigénio pela catalase (JAROSZ;
LINDQUIST, 2010).

Na ultima etapa do processo infeccioso, os fungos precisam adaptar-se a
altas pressfes osmoticas na hemolinfa de insetos (WANG; DUAN; ST. LEGER,
2008). A capacidade de sobreviver ao estresse osmotico requer varias adaptacoes
envolvendo osmoregulagdo (HOHMANN, 2002), transporte de ions, homeostasia e
sintese de melanina (KOGEJ et al., 2006). Nessas condi¢cfes, os fungos ajustam

seus potenciais de soluto internos por acumulacgéo de solutos, como glicerol, eritritol,
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manitol e trealose, o que reduz o potencial interno da agua e limita as perdas
osmoticas (RANGEL et al., 2015b). O glicerol e eritritol sdo considerados os maiores
compostos osmoregulatérios em Aspergilus nidulans, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e Paecilomyces farinosus implicando que o conteudo foi
elevado ap0s o crescimento em meio osmoticamente alterado com cloreto de
potassio (HALLSWORTH; MAGAN, 1994; HALLSWORTHT; MAGAN, 1995).Neste
trabalho, o cloreto de potassio € utilizado porque o KCl € um estressor osmotico
ambientalmente onipresente em diversos habitats de fungos (DE LIMA ALVES et al.,
2015). Alem disso, ja foi utilizado em outro estudo com o fungo entomopatogénico
Metarhizium robertsii, onde apresenta respostas semelhantes ao KCI e ao NacCl
(RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2008).

Embora o estresse genotoxico causado pelo 1-0xido 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 radiacdo UV (VASILIEVA, 2002). O
composto quimico 4-NQO é um potente carcindgeno, e tem sido usado como
mutagénico em bactérias e fungos para estudos genéticos sobre danos e reparo de
DNA (DOWNES et al., 2014). Além disso, 0 4-NQO causa mutagénese microbiana
por quebra da cadeia de DNA e pela producéo de adutos de transferéncia de carga
(DOWNES ET AL., 2014). Além disso, 0 4-NQO induz substituicdes 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 sao geralmente reparadas
por mecanismos diferentes, incluindo reparo de excisdo de nucleotideos
(FRIEDBERG et al, 1995), fotorreativagdo (ESSEN, 2006) e reparo de

endonuclease UV (YAJIMA et al., 1995). Além disso, 0 4-NQO induz estresse
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oxidativo, evidenciado pela producdo de oxigénio reativo in vivo em cepas de
bactérias com varios defeitos na defesa antioxidante (NUNOSHIBA; DEMPLE,
1993). Dado que 0 4-NQO produz danos no DNA que é considerado semelhante ao
causado pela radiacdo UV, procurou-se responder se a tolerancia aos UV se
correlacionaria com a resisténcia ao 4-NQO.

O priming (também conhecido como aclimatacdo, resisténcia adquirida ao
estresse, resposta adaptativa ou protecao cruzada) € definido como uma exposicéo
de um organismo a um estresse leve que leva ao desenvolvimento de uma resposta
subsequente mais forte e protetora. Essa memodria de um estresse encontrado
anteriormente provavelmente fornece uma forte vantagem de sobrevivéncia em um
ambiente em rapida mudanca. Priming foi identificado em animais, plantas, fungos e
bactérias (HARISH e OSHEROV, 2022). Isso permite que o organismo libere um
grande numero de propagulos que sdo pré-programados para sobreviver melhor nas
condicbes adversas em que foram formados. As condigcbes de iniciagdo que
aumentam a viruléncia dos esporos ou a resisténcia a drogas antifiUngicas sédo de
importante relevancia médica e agricola. Compreender 0s mecanismos
responsaveis pelo priming em fungos filamentosos continua sendo uma importante
fronteira inexplorada (HARISH e OSHEROV, 2022). Portanto, estudar o priming
causado pela hipoxia e anoxia em Metarhizium robertsii € de grande importancia
para melhorar nosso conhecimento sobre se hipoxia e anoxia induzem tolerancia a
outros estresses e também se induzem a expressdo de genes de estresse e
viruléncia.

3.3 EFEITOS DA HIPOXIA E ANOXIA EM FUNGOS
O oxigénio € importante para a sobrevivéncia da grande parte dos organismos

eucariontes, devido ao seu papel principal em importantes processos bioquimicos e
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fisiolégicos, incluindo a producéo de energia (sob a forma de ATP) a partir de glicose
pelo metabolismo aerdbio. Na natureza, o desafio da falta de oxigénio pode ocorrer
com uma frequéncia bastante elevada, dependendo do modo de vida do organismo
(CAMILO; GOMES, 2010). Assim, os organismos desenvolveram um conjunto
complexo de respostas celulares adaptativas e moleculares ativado pela diminuicédo
na disponibilidade de oxigénio (hipoxia) (CAMILO; GOMES, 2010; ERNST;
TIELKER, 2009). Essas respostas sao adaptativas, pois elas podem levar a
mudancas no estado fisiolégico e metabdlico de células, o que lhes permitem lidar
com o estresse associado com restricdo de oxigénio e melhorar a sobrevivéncia
celular (CAMILO; GOMES, 2010).

Hipoxia (baixas concentracbes de oxigénio) faz o metabolismo dos fungos
sofrer mudancas significativas (MASUO et. al., 2010). Algumas espécies de
leveduras como Saccharomyces cerevisiae que é um fungo aerdbio facultativo
podem utilizar tanto a respiragdo quanto a fermentacéo para a obtencéo de energia,
quando em condicdes de anaerobiose essas células sdo dependentes de
fermentacdo. Além disso, precisam de compostos essenciais como esterois e acidos
graxos, dado que as reacdes enzimaticas que conduzem a sua biossintese utilizam
oxigénio molecular como um aceptor de elétrons, e, se 0 oxigénio ndo é suficiente,
esses compostos ndo sao funcionais (BECERRA et. al.,, 2002). Essas espécies
respondem a alteracbes de baixa concentracdo de oxigénio, alterando os padrbes
de expressao dos genes, um conjunto de genes que respondem a essas alteracoes
sdo 0s genes de hipoxia. Entre os genes que sao induzidos durante a hipOxia estédo
0Ss genes que utilizam o oxigénio como um substrato (ERG11, HEM13, OLE1);
isoformas de genes relacionados com a respiracdo aerébia e troca de ATP entre

citoplasma e mitocondria (COX5b, CYC7, ACC3), os genes relacionados com a
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absorcéo ou a biossintese de esterois (SUT1, HMG2, CPR1) e outros, cujas funcdes
ainda nao foram bem definidas. (BECERRA et. al., 2002).

As respostas de algumas espécies de fungos como Cryptococcus neoformans
(CHUN et. al., 2007), Trichoderma reesei (BONACCORSI et. al., 2006), Aspergillus
niger (DIANO et. al., 2009) e Candida albicans (SETIADI et. al., 2006) a hipOxia tem
sido estudada devido a sua importancia na patogénese e na industria de
fermentacdo. Andlise global da transcricdo destes fungos mostra que a hipoxia
modifica a expressdo de genes para a conservacao de energia no metabolismo de
carbono, bem como para a resposta ao estresse (SETIADI et. al., 2006; CHUN et.
al., 2007; BONACCORSI et. al., 2006).

Os mecanismos de adaptacdo a hipdxia tém sido largamente estudados em
células de mamiferos e micro-organismos nao patogénicos, no entanto, ha pouca
informacéo a respeito dessa condicdo na infeccdo e viruléncia dos patdégenos
(ERNST; TIELKER, 2009). Sabe-se que os mecanismos de adaptacdo a hipoxia sdo
variaveis entre os fungos (BARKER et. al., 2012) e que esta condigcdo € um fator
chave na viruléncia dos fungos patogénicos humanos. Nos tecidos do hospedeiro as
tensdes de oxigénio sdo baixas, o que deve ser superado pelos patégenos durante o
processo infeccioso (CHUN et. al., 2007; ERNST; TIELKER, 2009).

Em condicdes anodxicas ocorre a reducdo da disponibilidade de ATP,
essencial para fungbes celulares impedindo o crescimento celular. A exposi¢céo
prolongada a andxia provoca a morte celular (MASUO et. al.,, 2010). Sob baixa
tensdo de oxigénio, as cadeias respiratorias alternativas e receptores de elétrons,
também como as reacdes de fermentacdo, podem gerar ATP. Alguns micro-
organismos como fungos e bactérias reduzem o nitrato de amonia em nitrogénio em

sua biomassa. Sob limitagcdo de oxigénio ou condi¢cdes andxicas esse processo €
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muito utilizado pelas bactérias como uma via alternativa de respiracdo gerando ATP

(ZHOU et al., 2002; ABE et al., 2007).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ISOLADO DO FUNGO

O isolado de Metarhizium robertsii ARSEF 2575 foi obtido da USDA-ARS
Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, Robert W. Holley Center for
Agriculture and Health, NY, USA. As culturas estoque foram mantidas a 4 °C em
tubos de ensaio em agar batata dextrose (BDA) (Difco Laboratories, Sparks, MD,

EUA) ajustado para pH 6,9.

Isolado de Metarhizium robertsii ARSEF 2575

J

USDA-ARS Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, Robert W. Holley

(Center for Agriculture and Health, NY, USA).

As culturas estoque foram mantidas a 4 °C em tubos de ensaio em agar batata

dextrose (BDA) (Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA) ajustado para pH 6,9.
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4.2 PRODUCAO E COLHEITA DE CONIDIOS

Conidios do fungo entomopatogénico M. robertsii foram produzidos em 23 ml
de BDA ou no meio basal para crescimento sob estresse nutritivo (MM = Czapek
Dox Agar sem sacarose), (NaNO3, 0,2%), (K2HPO4, 0,1%), (MgS0O4 , 0,05%), (KCI,
0,05%), (FeS0O4, 0,001%) e Bacto Agar 1,5% (Becton, Dickinson e CO, Sparks, MD,

EUA) em poliestireno de 95 mm. O pH de ambos os meios foi ajustado para 6,9.

Os conidios foram produzidos em (1) BDA sob normoxia (concentracdes
normais de oxigénio) mantidas dentro de uma caixa plastica perfurada como
controle; (2) BDA sob hipdxia continua (placas de Petri seladas trés vezes com
Parafilm) de acordo com Shabana et al. (2001); ou (3) BDA sob andxia transitéria (as
culturas foram cultivadas por 24 h sob normoxia e transferidas para frascos de
anaerobiose com BD GasPakTMEZ (260001) Anaerobe Container System with
Indicator (Sparks, MD, EUA). O fabricante do GasPakTMEZ afirma na Bula que o
frasco anaerdbico contém aproximadamente 13% de diéxido de carbono e menos de
0,7% de oxigénio médio. Apdés cinco dias, as placas foram transferidas para
normoxia por mais oito dias; e (4) em meio minimo conforme descrito anteriormente
sob estresse nutritivo e normoxia. Todas as culturas foram mantidas em a escuridao

dentro de uma manga grossa de pano preto por 14 dias.

O crescimento sob estresse nutritivo € um controle positivo que produziu
conidios de M. robertsii com maior tolerancia a muitas condicfes de estresse (DIAS
et al., 2021; MEDINA et al., 2020; RANGEL et al., 2006a; RANGEL et al., 2008b;
RANGEL et al.,, 2015b; RANGEL et al., 2012; RANGEL et al., 2011). No entanto,

este meio reduz significativamente a producao de conidios (RANGEL et al., 2006a).



30

Uma suspensdo de conidios (100 pl de 10’ conidios ml™) foi inoculada
uniformemente com um espalhador de vidro em meio BDA ou meio minimo. As
culturas foram incubadas por 14 dias a 26 £ 1 °C e aproximadamente 90% de
umidade relativa. Foram produzidos trés lotes diferentes de conidios, um para cada

repeticdo de cada tipo de experimento de estresse.

Salvo indicacdo em contrario, todos os experimentos foram conduzidos a 26 °C.
Os conidios de todos os tratamentos foram coletados apds 14 dias de crescimento e
suspensos em 10 ml de solugéo estéril de Tween 80 (0,01%) em tubos Pyrex com
tampa de rosca (20 x 125 mm). Os conidios coletados foram suficientes para uma
suspenséo de 10° conidios ml™. As suspensées (ajustadas para 1 x 10° conidios mI
!y foram agitadas vigorosamente usando um vértice e 40 pl foram inoculados em
meio BDA. Todas as suspensdes de conidios foram gotejadas, mas nao espalhadas
no centro do meio de cultura. As suspensdes foram usadas imediatamente apés a

preparacao para cada um dos experimentos de condi¢éo de estresse.

4.3 GERMINACAO DOS CONIDIOS PARA EXPERIMENTOS DE STRESS
Dependendo do experimento, a germinagao no escuro foi observada 24 ou 48 h
apos a inoculacdo das suspensdes de conidios. A placa de agar foi corada com uma
gota de solucédo de azul de metileno (BRAGA et al., 2002), coberta com laminula e
examinada ao microscopio de luz com aumento de 400x. Os conidios foram
considerados germinados quando o tubo germinativo apresentava uma projecao
branca do conidio. Foram avaliados pelo menos 300 conidios por placa e calculada
a porcentagem de germinacado. Todos os conidios germinativos e ndo germinativos
foram contados na mesma laminula. A margem da suspenséao de conidios foi a area

utilizada para contagem por se tratar de uma area comumente menos povoada por
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conidios. Cada tratamento foi repetido pelo menos quatro vezes com um novo lote

de conidios produzidos para cada repeticéo.

4.4 TOLERANCIA AO CALOR

Para estudar as toleréncias ao calor dos conidios produzidos nos tratamentos
sob normoéxia (controle), hipdxia continua, anoxia transitoria e estresse nutritivo, as
suspensdes de conidios foram preparadas para exposicdo ao calor. Em seguida, os
conidios de cada isolado foram colhidos e suspensos conforme descrito
anteriormente e submetidos ao calor de acordo com RANGEL et al. (2005) e SOUZA

et al. (2014).

As suspensofes de conidios foram agitadas vigorosamente e, em seguida, 2 ml
foram transferidos para tubos Pyrex com tampa com rosca (20 x 125 mm). Os tubos
com suas suspensdes foram colocados em banho térmico a 45°C por 0 (controle
nao exposto), 2, 3, 4 e 5 h (RANGEL et al.,, 2005; SOUZA et al.,, 2014). Apés
exposig¢ao ao calor, 40 ul da suspenséao foram inoculados no centro de uma placa de
Petri de poliestireno (60 x 15 mm) com 10 ml de meio BDA suplementado com
0,003% de benomyl com 25% de ingrediente ativo (Hi-Yield Chemical Company,
Bonham , Tx). A germinacgdo dos conidios foi avaliada apds 24 (para o controle ndo
exposto ao calor) ou 48 h (para o fungo exposto ao calor). O fungicida benomyl tem
sido utilizado em inimeros estudos para reduzir a velocidade de germinagdo para
facilitar as contagens de germinacdo apés 24 e 48 h (RANGEL et al., 2006b). A

percentagem de germinacgéao foi determinada como descrito acima.

4.5 TOLERANCIA AO ESTRESSE OXIDATIVO
Para estudar as tolerancias ao estresse oxidativo dos conidios produzidos nos
tratamentos sob normodxia (controle), hipoxia continua, anodxia transitoria e sob

estresse nutritivo, os conidios foram expostos ao forte agente gerador de superoxido
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menadiona bissulfato de sodio 2-metil-1,4 -naftoquinona (Sigma-Aldrich Corp., St.

Louis, MO, EUA) seguindo o método descrito por AZEVEDO et al. (2014).

As suspensbOes de conidios usadas para 0s experimentos de estresse
oxidativo foram preparadas como descrito acima. Suspensdes de 10 ml de meio
BDA (controle 0 mM) ou BDA suplementado com menadiona (Sigma-Aldrich
Corporation, EUA) foram inoculados em placas de Petri de poliestireno (60 x 15
mm). Para todos os isolados, as concentracdes de menadiona utilizadas foram 0,07,
0,10, 0,15 e 0,18 mM. As concentracbes de oxidante foram selecionadas apos a
construcdo de curvas de sobrevivéncia com base na germinacdo de conidios
expostos a menadiona (Azevedo et al.,, 2014). Apés 24 h de incubacédo, a

porcentagem de germinacéao foi determinada.

4.6 TOLERANCIA AO ESTRESSE OSMOTICO

Para estudar as tolerancias ao estresse osmotico dos conidios produzidos nos
tratamentos sob normodxia (controle), hipoxia continua, anodxia transitoria e sob
estresse nutritivo, os conidios foram expostos ao cloreto de potassio (Sigma-Aldrich
Corp. St. Louis, MO, EUA), como descrito em Araujo et al. (2019). Ou seja, as
suspensdes foram inoculadas em placas de Petri de vidro (40 x 12 mm Normax,
Portugal) com 4 ml de BDA (controle 0 M) ou BDA suplementado com cloreto de
potassio. Para todos os isolados, as concentracfes de KCI avaliadas foram 0,9, 1,0,
13,14,15,1,7, 19, 2,1 e 2,4 M. A porcentagem de germinacdo foi determinada
em 24 h conforme descrito acima.
4.7 TOLERANCIA A RADIACAO UV

Para estudar as tolerancias a radiacdo UV dos conidios produzidos nos

tratamentos sob normoéxia (controle), hipoxia continua, anoOxia transitéria e sob
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estresse nutritivo, os conidios foram expostos a radiacdo UV utilizando a Camara de
Teste de Xendnio conforme descrito por DIAS et al. (2018).

As suspensodes de conidios foram preparadas conforme descrito anteriormente
e inoculadas em placas de polietileno (35 x 10 mm) contendo 6 ml de BDA
suplementado com benomil 0,003% com 25% de ingrediente ativo (Hi-Yield
Chemical Company, Bonham, TX, EUA). As placas permaneceram abertas no fluxo
laminar por 30 min. * para secar as suspensdes de conidios. Ap0s a secagem, as
suspensdes foram expostas em uma Camara de Teste de Xendnio QSUN XE-3-HC
340S (QLAB® Corporation, Westlake, OH, EUA), que € um equipamento que realiza
testes realisticos de radiacdo UV utilizando o filtro Daylight-Q. Para evitar a
dessecacdo do meio, as placas foram cobertas com filme de diacetato. Placas de
Petri com a suspenséo seca de todos os isolados foram expostas por 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 e 210 min, equivalente a irradiancia de 3,5,
3,9,4,3,46,5,0,5,3,5,7,6,0,6,4, 6,7, 7,1 e 7,5 k m?, respectivamente.

A irradiancia ponderada de Quaite no interior da camara foi de 1335 mW m™. A
irradiancia espectral foi medida conforme descrito em outro lugar (Dias et al., 2018;
Rangel et al., 2004). O espectro de a¢édo do dano ao DNA (formacdo do dimero de
pirimidina de ciclobutano) desenvolvido por Quaite et al. (1992) e normalizado para
unidade em 300 nm foi empregado para calcular irradiancias UV ponderadas em
mW m-2. Filtros de diacetato de celulose (JCS Industries, Le Miranda, CA, EUA)
foram usados para excluir radiagdo UV-C e UV-B de comprimento de onda curto. A
irradiancia e a temperatura do equipamento foram ajustadas conforme DIAS et al.

(2018).
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As placas de Petri controle (uma para cada isolado) com a suspensdo de
conidios ndo expostas a radiacdo UV foram cobertas com papel aluminio e
colocadas na camara por 210 min.

A germinacao de conidios foi observada em 24 horas (placas de controle) ou
48 horas (placas irradiadas com UV) apds as suspensfes de conidios serem
inoculadas no meio conforme descrito acima.

4.8 TOLERANCIA A 4-NITROQUINOLINA-1-OXIDO (4-NQO)

Para estudar a tolerancia ao estresse a mutagénicos de conidios produzidos
nos tratamentos sob normoxia (controle), hipdxia continua, andxia transitoria e em
meio minimo, os conidios foram expostos ao composto mutagénico 4-nitroquinolina
1-0xido (4-NQO), de acordo com ARAUJO et al. (2018). Quando ativado pelo
metabolismo celular, o 4-NQO forma adutos reagindo com as bases purinas do DNA,
e as distor¢cdes na hélice do DNA pelo 4-NQO sé&o muito semelhantes as produzidas
por lesdes induzidas por radiagcdo UV (BAILLEUL et al., 1981; JENNINGS, 1993).

As suspensoes de conidios foram preparadas para exposicdo a 4-NQO e os
conidios de cada isolado foram colhidos conforme descrito anteriormente. As
suspensdes foram inoculadas em BDA (controle 0 M) ou BDA suplementado com
cloreto de potassio em placas de Petri de poliestireno (35 x 10 mm). Cada placa
continha 5 ml de meio. Para todos os isolados, as concentracdes de 4-NQO foram
0,5, 0,7, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 e 4,0 uM. A porcentagem de germinacao foi
determinada em 24 horas como descrito acima.

4.9 MEDICAO DA PRODUCAO CONIDIAL
Para medir a producéo de conidios, trés cilindros de agar por placa foram
retirados em locais aleatorios do meio com uma broca de cortica (5 mm de diametro)

e suspensos em 1 ml de solucdo de Tween 80 estéril (0,01%). A concentracao de
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conidios resultante foi determinada usando um hematocitbmetro. Este ensaio foi
realizado em triplicado usando trés lotes diferentes de culturas (RANGEL et al.,

2006a; RANGEL et al., 2008b; RANGEL et al., 2012).

4.10 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

O grupo de genes envolvidos em diferentes respostas ao estresse e
selecionados para estudar seus padroes de expressao inclui genes marcadores de
estresse oxidativo, como superoxido dismutases (sodl e sod2) e catalases (catB e
catC); e estresse térmico, como proteinas de choque térmico (hsp30 e hspl01l).
Além disso, os niveis de expressdao do gene ssga do estresse por falta de
hidrofobina e do gene da protease prl foram estudados, pois podem estar
envolvidos na protecdo contra o estresse que fungos inseto-patogénicos sofrem
durante a adesao e degradacao da cuticula do inseto, que sdo 0s estagios iniciais da
infeccdo. o processo de infeccdo. O RNA total foi obtido a partir de conidios
cultivados sob normoxia (controle), hipdxia continua, andxia transitoria e meio
minimo. As células fungicas foram moidas com almofariz e pildo em nitrogénio
liquido e o RNA total foi extraido usando o kit RNA easy Plant Mini (Qiagen, Hilden,
Alemanha) com uma etapa de digestdo de DNA em coluna (DNAse I, Qiagen). O
RNA foi quantificado por espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo, Wilmington, EUA), e
sua integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v). O cDNA de
fita simples foi sintetizado a partir de 1 uyg de RNA total usando o QuantiTect
Reverse Transcription Kit (Qiagen), que inclui uma etapa de eliminacao de qualquer
DNA gendmico restante. O cDNA foi entdo amplificado usando um QuantiFast SYBR
Green PCR Kit (Qiagen) em um sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) com a condicao de ciclo térmico universal fornecida

pelo fabricante. Para confirmar que apenas produtos unicos foram amplificados, uma
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etapa de fusdo a temperatura foi entdo realizada. Os controles negativos foram
testados usando modelos gerados sem transcriptase reversa. As reacfes contendo
pares de primers sem molde também foram incluidas como controles em branco. O
ensaio foi realizado em duplicatas técnicas para cada uma das trés réplicas
bioldgicas independentes. Curvas padrédo foram obtidas para avaliar a eficiéncia da
PCR de cada par de primers utilizado. A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd)
foi usada como gene de manutencao. Os niveis de expressdo dos genes relativos ao
gene housekeeping foram calculados de acordo com Hellemans et al. (2007) e
expresso como a quantidade relativa normalizada (NRQ). A analise estatistica foi
realizada usando o teste t de Student bicaudal. Os graficos foram construidos com o
Prism GraphPad 5 (GraphPad Software, EUA). Os primers usados e as eficiéncias

de PCR sao detalhados na Tabela 1.
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5 RESULTADOS
5.1 TOLERANCIA AO CALOR

O crescimento micelial sob estresse hipdxico induziu uma tolerancia ao calor
ligeiramente maior dos conidios de M. robertsii do que os conidios produzidos sob
condi¢cdes normoxicas (Figura 1). Conidios produzidos sob hipéxia tiveram tolerancia
semelhante aos conidios produzidos sob estresse nutritivo e em norméxia (controle).

O tratamento sob andxia transitéria ndo induziu maior toleréncia ao calor dos
conidios (Figura 1).

Os conidios produzidos sob estresse nutritivo foram mais tolerantes do que o0s

conidios produzidos em meio BDA sob normoxia (controle) ou andxia (Figura 1).

Figura 1. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em normoxia
(controle), hipdéxia continua, anodxia transitéria € em meio minimo (MM). Uma suspenséo de conidios
produzida nesses quatro tratamentos foi exposta a estresse térmico. A exposi¢éo ao calor ocorreu em
suspensdo em banho térmico a 45°C. A germinagao dos conidios foi realizada em meio de cultura
BDA contendo 0,003% de benomil. As comparacdes estatisticas foram feitas dentro de cada tempo
de exposicdo, ndo entre os diferentes tempos de exposi¢cdo. As barras de erro sdo erros padrdo de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em momentos diferentes. As barras do
grafico com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes (P <0,05).
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5.2 TOLERANCIA AO ESTRESSE OXIDATIVO
As tolerancias dos conidios a menadiona foram maiores para os conidios
produzidos sob hipdxia, que foram mais tolerantes do que os conidios produzidos

em normoxia e anodxia transitéria (Figura 2).
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Os conidios produzidos com uma concentracdo de 0,10 mM de menadiona
alcancaram tolerancia semelhante aos conidios produzidos sob estresse nutritivo;
entretanto, quando a concentracao foi aumentada para 0,15 mM, a tolerancia dos
conidios a menadiona foi menor que a dos conidios produzidos sob estresse
nutritivo (Figura 2). Portanto, o crescimento sob estresse nutritivo induz maior

tolerancia dos conidios ao estresse oxidativo (Figura 2).

Figura 2. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em normodxia
(controle), hipdxia continua, anoxia transitéria € em meio minimo (MM). Uma suspenséo de conidios
produzida nesses quatro tratamentos foi exposta a estresse oxidativo causado por menadiona. As
comparacdes estatisticas foram feitas dentro de cada tempo de exposicdo, ndo entre os diferentes
tempos de exposicao. Porcentagem média de germinacéo de conidios em meio BDA suplementado
com menadiona de conidios de M. robertsii produzidos sob as condig6es acima. Para exposi¢do ao
estresse oxidativo, os conidios produzidos nas condi¢cdes acima foram inoculados em meio de cultura
BDA contendo diferentes concentragcdes de menadiona. As comparacfes estatisticas foram feitas
dentro de cada concentragdo de menadiona, ndo entre as diferentes concentragfes. As barras de
erro sdo erros padrdo de pelo menos trés experimentos independentes realizados em momentos
diferentes. As barras do gréfico com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (P <0,05)
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5.3 TOLERANCIA AO ESTRESSE OSMOTICO
O crescimento micelial sob hipdxia e andxia transitoria produziu conidios com
maior tolerancia ao estresse osmotico induzido por KCI do que conidios produzidos

em normoxia (Figura 3). No entanto, os conidios produzidos sob andxia transitoria
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foram menos tolerantes ao estresse osmaotico do que os conidios produzidos sob
hipodxia.

Em menor concentracdo de KCI (1,3 M), os conidios produzidos sob hipoxia
apresentaram tolerancia ao estresse osmotico semelhante aos conidios produzidos
sob estresse nutritivo. No entanto, em concentracdes mais altas de KCI, os conidios
produzidos sob estresse hipoxico foram menos tolerantes do que os conidios
produzidos sob estresse nutritivo (Figura 3).

Figura 3. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em normodxia
(controle), hipdxia continua, anoxia transitéria € em meio minimo (MM). Uma suspenséo de conidios
produzida nesses quatro tratamentos foi exposta ao estresse osmético causado por cloreto de
potassio. Porcentagem média de germinacdo de conidios em meio BDA suplementado com cloreto
de potassio de conidios de M. robertsii produzidos sob as condi¢des acima. A germinacdo dos
conidios foi realizada em BDA (controle) ou BDA suplementado com 0,9; 1,0; 1,3; 1,4; 1,5; 1,7; 1,9;
2.1; e 2,4 M KCI. As comparacdes estatisticas foram feitas dentro de cada concentracédo de KCI, ndo
entre as diferentes concentragBes. As barras de erro sdo erros padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em momentos diferentes. As barras do grafico com a mesma
letra ndo s&o significativamente diferentes (P <0,05).
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5.4 TOLERANCIA A RADIACAO UV
O crescimento micelial sob hipéxia e anoxia produziu conidios com maior
tolerancia a radiagdo UV do que os conidios produzidos em normoéxia (Figura 4).

Mas, os conidios produzidos sob anoxia transitéria foram menos tolerantes a
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radiacdo UV do que os conidios produzidos sob hipdxia (Figura 4). Os conidios
produzidos sob anoxia transitéria sempre foram mais tolerantes a radiacdo UV do
que os conidios produzidos sob normoxia, exceto para exposicao UV acima de 180
min, que prejudicou seriamente a germinacao (Figura 4). Por um lado, a exposi¢cao
de 130 a 170 min a radiacdo UV de conidios produzidos sob hipdxia foram t&o
tolerantes a radiagcdo UV quanto os conidios produzidos sob estresse nutritivo.
Quando a exposicao UV foi aumentada para 180 min, os conidios produzidos sob
estresse hipoxico foram menos tolerantes do que os conidios produzidos sob
estresse nutritivo (Figura 4).

Figura 4. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em normodxia
(controle), hipdxia continua, anoxia transitéria € em meio minimo (MM). Uma suspensao de conidios
produzida nesses quatro tratamentos foi exposta a radiacdo UV. Percentual médio de germinacéo de
conidios ap6s exposi¢cdo a radiacdo UV de conidios de M. robertsii produzidos nas condigdes acima.
Para exposicdo ao estresse, suspensdes de conidios foram expostas a radiacdo UV por 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 e 210 minutos. As barras de erro sao erros padrdo de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em momentos diferentes. As barras do
grafico com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes (P <0,05).
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5.5 TOLERANCIA A 4-NITROQUINOLINA-1-OXIDO (4-NQO)
O crescimento micelial sob hipoxia constante, andxia transitéria ou estresse
nutritivo ndo produziu conidios com tolerancia significativamente aumentada ao

agente genotoxico 4-NQO. Em vez disso, os conidios produzidos sob estresse
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nutritivo foram menos tolerantes do que os conidios produzidos em meio BDA em
norméxia como controle (Figura 5). Assim, o mecanismo bioquimico de tolerancia
fungica ao 4-NQO ¢ diferente dos demais estresses estudados, conforme discutido

em Araujo et al. (2018).

Figura 5. Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos nos tratamentos em normodxia
(controle), hipdxia continua, anodxia transitéria € em meio minimo (MM). Uma suspenséo de conidios
produzida nesses quatro tratamentos foi exposta ao estresse genotdxico causado pelo composto
mutagénico 4-nitroquinolina 1-6xido (4-NQO). Porcentagem média de germinacdo de conidios em
meio BDA suplementado com 4-nitroquinolina-1-6xido (4-NQO) de conidios de M. robertsii produzidos
sob as condi¢c8es acima. Para exposicdo ao estresse, suspensdes de conidios foram expostas a 4-
NQO 0 (controle), 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 de 4-NQO. As
comparacdes estatisticas foram feitas dentro de cada concentracdo de 4-NQO, ndo entre as
diferentes concentracfes. As barras de erro sdo erros padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em momentos diferentes. As barras do grafico com a mesma letra ndo séo
significativamente diferentes (P <0,05).
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5.6 PRODUCAO DE CONIDIOS

A cultura de M. robertsii sob estresse hipdxico ou andxico produziu
quantidades semelhantes de conidios, mas menos conidios do que quando em
normoéxia (Figura 6). Como de costume, 0 estresse nutritivo produziu a menor

quantidade de conidios.
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Em comparacdo com normoxia (controle), 39,7% menos conidios foram
produzidos sob condicdes de estresse hipoxico, 34,3% menos sob andxia transitoria

e 94,8% menos sob estresse nutritivo (Figura 6).

Figura 6. Producdo de conidios de Metarhizium robertsii produzidos nos tratamentos em normoxia
(controle), hipoxia continua, anoxia transitéria e em meio minimo (MM). Para medir a producédo de
conidios, trés tamp8es de agar (por placa) foram retirados em locais aleatérios do meio com uma
broca de cortica (5 mm diametro) e suspensos em 1 ml de Tween 80 estéril (0,01%). Os tampdes
foram suspensos em 1 mL de solucao estéril de Tween 80 (0,01% v/v). A contagem de conidios foi
realizada no hematocitbmetro de Neubauer. Este ensaio foi realizado em triplicado usando trés lotes
diferentes de culturas. As barras do grafico com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes
(P <0,05).
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5.7 EXPRESSAO GENICA

Dois dos dez genes selecionados como marcadores de processos relacionados ao
estresse (hsp30 e hspl101) foram significativamente superexpressos em pelo menos
uma das condi¢cfes testadas. Na anoxia, hsp30 foi induzida em comparacdo com
controles normoxicos (Figura 7A e 7B). A indugdo também ocorreu para ambos 0s
genes hsp em fungos cultivados em meio minimo em comparacdo com os fungos
cultivados em meio rico (Figura 7). No entanto, ndo foi detectada indugcdo em genes

marcadores de estresse oxidativo, como superéxido dismutases (sodl e sod2) e
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catalases (catB e catC), e o gene codificador de hidrofobina ssga, e o gene da

protease prl (Figura 7).

Figura 7. Quantidade relativa normalizada (NRQ) de transcritos de fungos selecionados medidos por
RT-gPCR. As barras de erro representam SE das médias de trés réplicas biolégicas. Valores
estatisticamente diferentes entre cada tratamento (hipdxia, anoxia e fungos cultivados em meio
minimo) e controles foram determinados pelo teste t de Student e estdo marcados com um asterisco.
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6 DISCUSSAO

A capacidade de induzir maior tolerancia ao estresse de fungos
entomopatogénicos € vital para aplicacdo no controle bioldgico de insetos na
agricultura (RANGEL et al., 2018). Descobrimos que o crescimento sob hipoxia
continua ou anoxia transitoria induziu maior tolerancia ao estresse dos conidios de
Metarhizium robertsii do que os conidios produzidos em normoéxia. Os conidios
produzidos sob hipdxia foram mais tolerantes a quatro condi¢cdes de estresse: calor,
estresse oxidativo, estresse osmotico e radiacdo UV (Figuras 1-4). A anOxia
transitoria, por outro lado, induziu maior tolerancia ao estresse dos conidios apenas
a duas condicdes de estresse: estresse osmotico e radiacdo UV conforme
demonstrado em nosso trabalho. No entanto, o crescimento sob estresse nutricional,
no experimento, sempre proporcionou conidios com maior tolerdncia a outros
estresses do que os conidios produzidos sob estresse hipdxico e anoxico, ou sob
normoéxia. M. robertsii exposto a anodxia transitOria cresceu assim que retornou a
condicao de crescimento ideal, presumivelmente tornando-se latente e retomando o
crescimento ativo a medida que a condicdo de anoxia foi eliminada.

Maior tolerancia ao estresse genotdxico ndo foi alcancada pela producdo de
conidios sob hipdxia, andxia ou estresse nutritivo (Figura 5). Talvez por que essas
condicdes ndo foram capazes de induzir alteragbes no material genético dos
conidios a elas expostos.

Outro estudo também descobriu que os conidios produzidos sob luz branca
eram tao tolerantes ao estresse genotéxico quanto os conidios produzidos no escuro
(DIAS et al., 2021).

Da mesma forma, foi recentemente descoberto, que o crescimento de M.

robertsii sob iluminacdo também induziu maior tolerancia de conidios do que
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conidios produzidos no escuro (ambos sob normodxia), nas mesmas quatro
condicOes de estresse: calor, estresse oxidativo, estresse osmotico e radiacdo UV
(DIAS et. al.,, 2021), que teve um nivel comparavel de tolerancia de conidios
produzidos sob hipodxia.

Comparando apenas as tolerancias dos conidios a radiacdo UV, os conidios
produzidos sob hipdxia causaram maior tolerancia aos raios UV, do que os conidios
produzidos sob luz branca (DIAS et al., 2021). Isso € particularmente interessante
porque a luz e o oxigénio sao detectados pelo mesmo dominio LOV (para luz,
oxigénio ou voltagem), que foi nomeado por Winslow Briggs com base na
semelhanca de sequéncia entre proteinas que detectam esses trés fatores
ambientais (HUALA et al., 1997). As proteinas do dominio LOV sdo um subconjunto
das proteinas do dominio PAS (IDNURM et al., 2010; TAYLOR e ZHULIN, 1999). Os
dominios PAS sao importantes médulos de sinalizacdo que monitoram mudancas na
luz, potencial redox, oxigénio e nivel geral de energia de uma célula (TAYLOR e
ZHULIN, 1999), e hipOxia e anOxia sao fatores ambientais que sdo detectados pelo
PAS (TAYLOR e ZHULIN, 1999). Os dominios PAS foram identificados em proteinas
de todos os trés dominios da vida: Bacteria, Archaea e Eucarya (TAYLOR e
ZHULIN, 1999).

O crescimento sob altas concentracdes de oxigénio € conhecido por induzir
maior termotolerancia no fungo Metarhizium lepidiotae (anteriormente M. anisopliae
var. lepidiotum) (Garcia-Ortiz et al.,, 2015). Portanto, descobrimos que o estresse
hipbxico e andxico também pode induzir tolerancia cruzada em M. robertsii.

A producéo de conidios sob anoxia transitoria e hipoxia constante foi menor
do que a producdo de conidios sob normodxia (Figura 6). No entanto, em outro

estudo, descobrimos que o crescimento de M. robertsii sob normoxia, hipéxia e
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anoxia transitéria produziu uma quantidade semelhante de conidios; no entanto,
cada colonia apresentou morfologia e coloracao diferentes (OLIVEIRA e RANGEL,
2018). A colbénia mantida sob norméxia apresentou conidios verde-escuros (cor teca)
sem uma camada de micélio. As colbnias dos tratamentos de hipdxia e andxia
produziram conidios sob uma camada de micélio branco (OLIVEIRA e RANGEL,
2018), conforme descrito anteriormente em RANGEL et al. (2004). Essas diferencas
entre os resultados deste experimento (Figura 2) e os resultados produzidos por
OLIVEIRA e RANGEL (2018) podem ser devido a diferentes lotes de meio de cultura
da Difco adquiridos em anos diferentes. Observe que a producédo de conidios na
Figura 6 é 1595 x 10* conidios mI™* (erro padrdo = 191,4 x 10* conidios ml-1) para
culturas sob normoéxia (Controle); no entanto, OLIVEIRA e RANGEL (2018)
verificaram que culturas sob norméxia produziram aproximadamente 5000 x 10*
conidios mlI™*. Resultados diferentes na producdo de conidios em meio BDA, que é
um meio complexo devido a sua composicdo de batata indefinida, tém sido
comumente encontrados em nossos estudos. Por exemplo, no estudo de 2006, a
producdo de conidios em PDA suplementado com extrato de levedura (PDAY) foi de
cerca de 9.000 x 10* conidios mI* (Rangel et al., 2006a); entretanto, no estudo de
2008, a producéo de conidios no PDAY foi de aproximadamente 4000 x 10* conidios
ml* (Rangel et al., 2008b).

A influéncia do estresse hipoxico, estresse anoxico e estresse nutritivo na
maior tolerancia ao estresse conidial é evidenciada pela regulacdo positiva das
proteinas de choque térmico 30 e 101 nesses tratamentos (Figuras 7A, B). O
estresse anoxico apenas aumentou a hsp30, mas ndo a hspl01l. Em Trichoderma
reesei, genes envolvidos na protecao celular (genes da proteina de choque térmico

hsp98 e hsp30 e uma flavohemoglobina), sintese de ergosterol (ergl e erg3),
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glicolise e as vias das pentose fosfato foram regulados durante a hipoxia
(BONACCORSI et al., 2006). A inducao de hsp70 sob hipoxia também foi relatada
em Blastocladiella emersonii (GEORG e GOMES, 2007), Candida albicans (SETIADI
et al., 2006) e Cryptococcus neoformans (CHUN et al., 2007).

Como plantas e animais, os fungos tém genes centrais de resposta ao
estresse que sdo comumente induzidos em resposta a diversos tipos de estresses
ambientais, que também induzem um segundo conjunto de genes que € comumente
reprimido em resposta a essas condicbes (BROWN et al.,, 2020; RANGEL, 2011).
Em Aspergillus nidulans, um fator de transcricdo (AtfA) desempenha um papel
fundamental na regulacdo dessas respostas ao estresse. Embora o numero de
genes sob controle de AtfA pareca ser especifico para um tipo de estresse, tanto o
estresse oxidativo quanto o osmatico induziram a expressao de genes adicionais em
diferentes agrupamentos e a delecdo de AtfA aumentou a resposta ao estresse de
agrupamentos diferentes adicionais (EMRI et al., 2015). Essas redes regulatérias
complexas podem ajudar a explicar nossos resultados de expressdo. Embora as
HSPs tenham sido descritas pela primeira vez como resposta ao estresse térmico,
elas desempenham um papel importante como chaperonas em resposta a diferentes
tipos de estresse, ajudando a estabilizar novas proteinas ou redobrar proteinas que
foram danificadas por condi¢bes de estresse (De MAIO, 1999). Encontramos uma
inducdo de genes codificadores de hsp sob condigcbes de estresse nutricional e
anoxia. Ambos os genes hsp também foram superexpressos em M. robertsii
expostos a luz azul, verde, vermelha e branca durante o crescimento micelial (DIAS
et al., 2020). Esses resultados podem sugerir um papel central de genes

codificadores de hsp no nucleo de genes de resposta ao estresse de M. robertsii.
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Para os genes de estresse oxidativo, ndo encontramos inducéo para os genes
sodl, sod2 e catB e catC por hipoxia, anoxia ou estresse nutritivo. DIRMEIER et al.
(2002) relataram que Saccharomyces cerevisiae exposta a anodxia experimenta
estresse oxidativo transitorio; e a expressao do gene sodl de células de levedura é
bastante variavel, uma vez que primeiro cai 2-4 h ap0s a mudanca de condi¢cbes
aerObicas para anaerbbicas, e entdo aumenta apos 5-6 h de tal mudanca
(DIRMEIER et al., 2002). Estudos sobre genes adicionais de resposta ao estresse,
juntamente com os fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo de tais genes em

M. robertsii sdo necessarios para elucidar essas complexas redes regulatérias.

7 CONCLUSAO

O crescimento sob hipoxia e andxia produziu conidios com maior tolerancia
ao estresse do que os conidios produzidos em condi¢cdes normoéxicas. O estresse
nutritivo gerado pelo meio minimo, no entanto, induziu uma tolerancia ao estresse
muito maior. Essas condi¢cdes também causaram o maior nivel de expressao génica
em genes relacionados ao estresse, sugerindo uma melhor adaptacédo a essas

condigoes.
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