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RESUMO

Pouco é conhecido sobre os efeitos fenotipicos causados pelo campo magnético e
campo elétrico sobre o crescimento micelial de fungos e na tolerancia de conidios a
diferentes condicbes de estresse. Neste estudo, conidios do fungo
entomopatogénico Metarhizium robertsii foram produzidos em meio de batata,
dextrose, agar (PDA = controle), sob estresse nutritivo em meio minimo (MM), e no
meio PDA em condi¢des de campo magnético (CM) e campo elétrico (CE). A
tolerancia dos conidios produzidos sob MM, PDA (controle), CM e CE foram
avaliados com relacdo a radiacdo UV-B, calor e estresse osmoético. Os resultados
fenotipicos sobre a tolerancia as diferentes condicbes de estresse mostraram
informacgdes importantes a respeito dos efeitos do campo magnético e campo elétrico
durante o crescimento micelial sobre a tolerancia a estresses de conidios de
patdgenos de insetos. Foi constatado que o fungo que cresceu no meio PDA sob CM
e CE sao aparentemente iguais ao fungo que cresceu no meio PDA tratamento
controle, mas os trés tratamentos produziram mais conidios que o fungo produzido
no MM. Aparentemente conidios do fungo M. robertsii produzidos sob campo
magnético e campo elétrico foram mais tolerantes ao estresse térmico e estresse
pela radiagao UV-B, mas nao pelo estresse osmético. Entretanto, o fungo produzido
sob campo magnético e campo elétrico foram menos tolerantes que o fungo

produzido no meio minimo que causa um estresse nutritivo.

Palavras-chave: Fisiologia de fungos. Campo magnético. Tolerancia a estresses,

radiacdo UV-B. Calor. Estresse oxidativo. Estresse osmotico.



ABSTRACT

Little is known about the phenotypic effects caused by magnetic and electric fields on
fungal mycelial growth and on conidial tolerance to different stress conditions. In this
study, conidia of the entomopathogenic fungus Metarhizium robertsii were produced
on potato, dextrose, agar medium (PDA = control), under nutritional stress on
minimal medium, and on PDA medium in a magnetic field and an electric field. The
tolerance of conidia produced on minimal medium, PDA (control), magnetic field, and
electric field were evaluated in relation to UV-B radiation, heat, and osmotic stress.
The phenotypic results on the tolerance to different stress conditions provided
important information about the effects of the magnetic and electric fields during
mycelial growth on the conidial stress tolerance of insect pathogens. The primary
hypothesis is that exposure to a magnetic field during mycelial growth increases
conidia tolerance to one or more environmental stresses in fungi. Apparently, the
fungus grown on the PDA medium in magnetic and electric fields were the same as
the fungus grown on the control PDA medium; however, the three treatments
produced more conidia than the fungus produced on the minimal medium. On the
one hand, M. robertsii conidia produced in magnetic and electric fields were more
tolerant to heat stress and UV-B radiation stress, but not to osmotic stress. On the
other hand, the fungus produced in magnetic and electric fields were less tolerant

than the fungus produced on the minimal medium that causes nutritional stress.

Keywords: Fungal physiology. Magnetic field. Stress tolerance. UV-B radiation. Heat.

Oxidative stress. Osmotic stress..



DIVULGAGAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

O fungo patogénico de insetos Metarhizium robertsii foi inoculado em condi¢des
normais no Batata Dextrose Agar (BDA) que é o controle, Meio minimo (MM) que é
um estresse nutritivo, Campo Magnético (CM) e campo elétrico (CE) apds 14 dias de
crescimento foram submetidos ao estresse osmoético com cloreto de potassio, ao
calor e a radiagdo UV-B. Com o experimento foi possivel constatar que os fungos
que cresceram no CM e no CE de forma semelhante aos fungos que cresceram no
controle no meio BDA; entretanto, o crescimento foi menor quando o fungo foi
inoculado no meio minimo. Aparentemente o fungo M. robertsii produzido sob campo
magnético e campo elétrico foram mais tolerantes ao estresse térmico e estresse
pela radiacdo UV-B, mas nao pelo estresse osmatico. Entretanto, o fungo produzido
sob campo magnético e campo elétrico foram menos tolerantes que o fungo

produzido no meio minimo que causa um estresse nutritivo.
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1 INTRODUGCAO

Os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
foram os primeiros patdégenos de insetos descobertos. Sua utilizagdo no controle
biolégico de insetos tem ocorrido ha quase 200 anos. Agostino Bassi demonstrou a
patogenicidade de Beauveria bassiana para o bicho-da-seda em 1834 e llya
Metchnikoff descobriu o género Metarhizium causando mortalidade em insetos
Anisoplia austriaca infectados na Ucrania em 1879. O fungo foi nomeado
inicialmente Entomophthora anisopliae com base no género de seu hospedeiro e
renomeado posteriormente, como Isaria destructor. Em 1883, Sorokin classificou-o
como Metarhizium anisopliae (ROBERTS; St. LEGER, 2004).

O processo infeccioso de fungos patdégenos de insetos realiza-se pela adesao
dos conidios a cuticula do hospedeiro. Acontece entdo a germinagdo, seguida da
diferenciacdo das extremidades das hifas numa estrutura especializada na
penetracdo chamada de apressorio. A penetracdo de conidios é conseguida pela
pressdo mecanica e degradacdo enzimatica, determinando a patogenicidade
fungica. Apds tal processo, o fungo inicia a etapa de colonizagdo, o crescimento de
hifas internas, ocasionando assim a morte do hospedeiro. O fungo em condigdes de
alta umidade desenvolve crescimento saprofito (ROBERTS; St. LEGER, 2004)

Fungos usados para o controle de insetos sdo sujeitos a uma variedade de
insultos fisicos e quimicos do meio ambiente, coletivamente referido a estresses. A
resposta de fungos entomopatogénicos ao estresse pode ser devido a debilitagcbes
de crescimento e metabolismo e é importante entender a fisiologia das respostas ao
estresse para aliviar as influéncias detrimentais ao aplicar o fungo no campo para

controle de insetos.

O crescimento de fungos sob algumas condigdes ambientais adversas pode
alterar a viruléncia e tolerancia a estresses (RANGEL et al., 2008a). Por exemplo,
conidios de M. robertsii produzidos sob iluminagéo sdo mais tolerantes a estresses e
mais virulentos que conidios produzidos no escuro (DIAS et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2018; RANGEL et al., 2015b). Portanto, como a luz € um tipo de radiagao
eletromagnética este estudo foi realizado com o patdégeno de inseto Metarhizium
robertsii crescidos sob campo magnético e campo elétrico e foi avaliado a tolerancia
dos conidios produzidos sob estas condicbes de diferentes estresses, como

radiacao UV-B, estresse osmatico causado pelo KCL e calor.
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2 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos do campo magnético e campo elétrico no fungo

entomopatogénico Metarhizium robertsii.

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar os fenétipos de tolerancia de conidios produzidos sob efeito do
campo magneético e campo elétrico as condicdes de estresse osmotico

(cloreto de potassio) no fungo Metarhizium robertsii.

e Estudar os fendtipos de tolerancia de conidios produzidos sob efeito do
campo magneético e campo elétrico as condigcdes de estresse térmico

no fungo Metarhizium robertsii.

e Estudar os fendtipos de tolerancia de conidios produzidos sob efeito do
campo magneético e campo elétrico as condi¢des de radiagéo

ultravioleta no fungo Metarhizium robertsii.



13

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Os fungos entomopatogénicos sdo de extrema importancia no controle
bioldgico de pragas, devido a sua capacidade de infectar o inseto em diversas fases
de seu desenvolvimento. Percebe-se que os fungos entomopatogénicos sao
utilizados como uma alternativa de baixo custo e de grande eficacia no combate de
insetos prejudiciais a lavouras. Tal fato justifica-se pela praticidade com que estes
fungos sao aplicados, evitando-se assim o0 uso de substancias téxicas. Estes fungos,
coletados em insetos mortos e isolados podem ser utilizados tanto sozinhos, mas
também em conjunto com inseticidas naturais de origem vegetal; ou variedades de
plantas resistentes aos insetos (LOURENCAO et al., 1993).

Os fungos entomopatogénicos sao essenciais para o controle bioldgico
aplicado como alternativa aos inseticidas quimicos em varios lugares do mundo.
Quando utilizado como micoinseticidas, estes fungos estdo expostos a diversos tipos
de situagbes de estresse ambiental, como radiagdo ultravioleta (RANGEL et al.,
2015a), calor solar (RANGEL et al., 2010; SOUZA et al., 2014), estresses osmoéticos
e nutritivos (RANGEL et al.,2008) e agentes oxidantes (AZEVEDO et al., 2014).

A descoberta e o interesse em fungos entomopatogénicos comegaram com a
criacdo de grandes quantidades de insetos. Os primeiros relatos de tais fungos
foram Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, que causa a doenga do bicho-
da-seda (LOURENCAO et al., 1993).

Os dois fungos acima sao atualmente reconhecidos como as espécies mais
conhecidas de fungos entomopatogénicos. H4 mais de 700 espécies de fungos
entomopatogénicos de 100 géneros que foram isolados do solo e de cadaveres de
insetos até o momento. Os fungos sao geralmente conhecidos por serem
inofensivos para o homem e organismos nao-alvo e tém sido estudados como
agentes de controle bioldégico para pragas de insetos, porque eles nédo afetam
negativamente o meio ambiente. O modo de agédo dos fungos entomopatogénicos é
dividido na fixacdo de conidios, germinagao, penetracao, crescimento e geragao de
conidios infecciosos secundarios (LOURENCAO et al., 1993).
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Os fungos estao presentes em varios ecossistemas, sendo responsaveis pela
ciclagem de nutrientes, importantes simbioses e parasitismo de outros seres Vvivos.
Para serem bem-sucedidos no ambiente, precisam responder a diversos estresses
fisicos, quimicos e biolégicos, muitas vezes alterando algum aspecto de sua
fisiologia em adaptagdo (DIAS et al.,, 2018; DIAS et al., 2020; RANGEL, 2011;
RANGEL et al., 2015a; RANGEL et al., 2008b; RANGEL et al., 2015b; RANGEL et
al., 2018; RANGEL).

O uso de fungos entomopatogénicos no controle biologico ndo depende
apenas da selecédo de linhagens com alta viruléncia contra o hospedeiro alvo, mas
também em sua tolerancia a fatores abidticos ambientais, como altas temperaturas,
baixa umidade relativa e radiacdo ultravioleta solar (RANGEL et al. 2005). Na
verdade, essas condigbes podem limitar a eficacia de agentes de controle biolégico
de insetos, retardando ou impedindo a germinagao de conidios no inseto (RANGEL
et al. 2005).

3.2. CAMPO MAGNETICO

Um campo magnético (Figura 1) € um campo vetorial que descreve a
influéncia magnética de correntes elétricas e materiais magnetizados. Os efeitos dos
campos magnéticos sdo mais facilmente encontrados com imas permanentes
préximos, que puxam materiais magnéticos (como o ferro) e atraem ou repelem
outros imas. Os campos magnéticos envolvem e sao criados por material
magnetizado e por cargas elétricas em movimento (correntes elétricas), como
aguelas usadas em eletroimas. Os campos magnéticos exercem forgas sobre cargas
elétricas e torques proximos nos iméas préximos. Além disso, um campo magnético
que varia com a localizacdo exerce uma forga sobre os materiais magnéticos. Tanto
a forca quanto a direcado de um campo magnético variam com a localizacdo. Como
tal, € um exemplo de um campo vetorial (PURCELL; MORIN, 2013).

O campo geomagnético da Terra é formado pelo movimento de um liquido
ferroso no nucleo do planeta, o campo magnético gerado flui ao redor da Terra e

protege sua superficie de raios solares nocivos (BROWN et al., 2018).

Figura 1. Modelo de polo magnético: dois polos opostos, norte (+) e sul (-)
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Fonte: https://www.imaeneodimio.com.br/fisica/

Assim como outros fatores fisicos, tais como a luz e o calor, o magnetismo da
Terra é percebido por varios seres vivos. Como mostrado na literatura animais de
diferentes classes sdo capazes de usar o campo geomagnético como uma bussola,
migrando para locais previamente “registrados” (assinatura magnética) como um
ponto de referéncia (BROTHERS; LOHMANN, 2015; PINZON-RODRIGUEZ et al.,
2018; PUTMAN et al., 2014).

Além disso, bactérias magnetotaticas possuem uma concentragdo maior de
ferro no citoplasma (ou nanocristais de Oxido de ferro), fornecendo maior
sensibilidade ao campo geomagnético sendo util na busca por locais mais propicios
ao seu desenvolvimento (BLAKEMORE, 1975; ZAHN et al., 2017).

Mas, o campo magnético durante o crescimento de Escherichia coli pode
danificar a superficie celular e reduzir a quantidade de CFU (unidades formadoras
de col6nia), quando exposta por 30 minutos a uma certa densidade de fluxo
magnético (JI et al., 2009).

As alteracbes do campo magnético sob as plantas também €& alvo de
pesquisa de muitos laboratérios. O campo magnético afeta o crescimento, produgao
de folhas, germinagdo de sementes, crescimento de raizes e produgédo de frutos
(GALLAND; PAZUR, 2005; MAFFEI, 2014).

Com relagao ao campo magnético, alguns trabalhos também observaram seu
efeito sobre os fungos. Na proliferacao (FIEDLER et al., 1995; MEHEDINTU; BERG,
1997; NOVAK et al., 2007), produgcdo de ATP (ALBERTINI et al., 2003;
MEHEDINTU; BERG, 1997) e aumento da produgdo de gas CO2 (MOTTA et al.,
2001; SCHAARSCHMIDT et al., 1974) da levedura de interesse industrial

Saccharomyces cerevisiae. Enquanto o efeito de alguns antifungicos em Candida
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albicans foi muito maior quando usados in vitro, junto ao campo magnético
(NOVICKIJ et al., 2014).

O campo magnético também afeta o crescimento (ALBERTINI et al., 2003;
MATEESCU et al., 2011; NAGY; FISCHL, 2004; RUZIC et al., 1997), a germinacéo
(ALBERTINI et al., 2003; BROERS et al., 1992; WITTEKINDT et al., 1990), produgao
de conidios (NAGY; FISCHL, 2004) e aumento da sensibilidade para antifungicos
(NOVICKIJ et al., 2014), em fungos filamentosos como Aspergillus spp., Alternaria

spp., Fusarium spp., entre outros.

Alguns trabalhos também relatam alteragbes na expressdo génica e sintese
enzimatica quando fungos sao cultivados sob campo magnético (ALBERTINI et al.,
2003; GOODMAN et al., 1994; MANOLIU et al., 2006; POTENZA et al., 2012).

3.3. CAMPO ELETRICO

O conceito de campo elétrico foi introduzido por Michael Faraday ainda no
século XIX. O campo elétrico age entre dois corpos carregados de uma maneira
similar a acdo do campo gravitacional entre duas massas, e assim como este,
estende-se até o infinito, exibindo contudo uma relacdo com o inverso do quadrado
da distancia, de forma que, se a distancia aumentar, muito menor sera seu efeito; e
associado, muito menor sera também a interacdo entre as cargas envolvidas
(BROWNE, 2011; PURCELL; MORIN, 2013).

Um campo elétrico (Figura 2) € um campo vetorial envolvendo uma carga
elétrica que exerce forga sobre outras cargas, atraindo-as ou repelindo-as
(PURCELL; MORIN, 2013).

Matematicamente o campo elétrico € um campo vetorial que associa a cada
ponto no espaco a forca, chamada de forca de Coulomb, que seria experienciada
por unidade de carga, por uma carga de teste infinitesimal naquele ponto
(BROWNE, 2011).

As unidades do campo elétrico no sistema Sl sdo newtons per coulomb (N/C),
ou volts por metro (V/m). Os campos elétricos sao importantes em muitas areas da
fisica e sdo explorados praticamente em tecnologia elétrica. Em escala atbmica, o
campo elétrico é responsavel pela forga atrativa entre o nucleo atdmico e os elétrons

que mantém os atomos juntos e as forgcas entre os atomos que causam a ligacao
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quimica. O campo elétrico e o campo magnético juntos formam a forga
eletromagnética, uma das quatro forcas fundamentais da natureza (PURCELL;
MORIN, 2013).

Figura 2. Campo elétrico em volta de uma carga positiva (vermelha) e negativa

(azul)

Fonte: https://www.educamaisbrasil.com.br/enem/fisica/campo-eletrico

3.4. RADIACAO UV-B

A Terra é constantemente irradiada por fétons que chegam do sol. Desta
forma entende-se que a luz solar ndo é composta apenas de luz visivel, mas contém
um espectro continuo de radiagéo eletromagnética. Esta radiagao eletromagnética é
categorizada em diferentes bandas espectrais que sao classificadas de acordo com

as faixas de comprimentos de onda.

Sendo assim, conclui-se que a luz solar € uma condigcdo ambiental essencial
que define a reagao de organismos vivos. Nestas condicdes, e entendendo-se que
existem varias reagdes causadas pela luz no ciclo de vida dos fungos, as
examinadas frequentemente estdo associadas a processos essenciais, como
desenvolvimento, crescimento, metabolismo, reproducao e ritmos circadianos (DIAS
et al. 2018).

3.5. ESTRESSE TERMICO
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As altas temperaturas afetam a eficiéncia dos fungos entomopatogénicos
como agente de controle de pragas, impedindo a germinagcdo de fungos,
crescimento e viruléncia. A vida util de formulagdes a base de conidios também
pode ser reduzida por fatores relacionados a temperatura em que estdo sujeitos.
(RANGEL et al. 2005)

A temperatura baixa ndo mata os conidios dos fungos entomopatogénicos,
mas interrompe ou atrasa os conidios. Os hifomicetos entomopatogénicos
desenvolveram mecanismos moleculares complexos para se protegem de
temperaturas ambientais extremas. Desta foram, muitos genes relacionados ao
estresse e metabolismo vias foram identificadas em situagdes onde existe uma
resposta aos estimulos ambientais. Uma vez que na célula de fungos, a membrana
celular é a primeira linha de defesa contra ambientes agressivos, a parede celular, e
componentes principais, 0s metabolismos, genes relacionados demonstraram

desempenhar um papel critico neste processo. (RANGEL et al. 2005).

Muitos fungos séo expostos a radiagao solar e altas temperaturas durante parte
do seu ciclo de vida. Os efeitos da radiagcédo solar e do calor levaram os fungos a
desenvolver uma série de sistemas de defesa. A base genética da tolerancia a

radiacao solar em células é multifatorial e envolve:

¢ Pigmentos, como melaninas, localizados na parede celular, e absor¢cao de UV
nao cromogénica endodgena ou extracelular metabdlitos que atuam como
protetores solares (RANGEL et al. 2006a);

e Enzimas, como catalases, SODs e peroxidases e antioxidantes nao
enzimaticos, como carotendides e glutationa reduzida que pode inativar o
téxico espécies reativas de oxigénio induzidas pela radiacdo UV (RANGEL et
al. 2006a);

o Metabolitos celulares, como polidis que atenuam os efeitos da radiacao
(RANGEL et al. 2008, 2005a, b, c);

e Sistemas de reparo de DNA capazes de reparagao dos danos induzidos pela
radiagcdo. Entre os varios Mecanismos de reparo de DNA descritos em fungos,
nucleotideos O reparo por excisao (NER) e a fotorreativacdo (PR) séo

importantes na reparagao de danos induzidos por UV (RANGEL et al., 2011).
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3.6. ESTRESSE OSMOTICO

O estresse osmoético, evitando alteracdes de volume induzidas pela pressao
osmatica interna. Esse aumento no a osmolaridade interna da levedura em

fermentagao é devido ao acumulo de varios metabdlitos e ions, principalmente K+.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Foi utilizado o fungo Metarhizium robertsii (ARSEF 2575). Este isolado foi
doado pela USDA-ARS Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures (ARSEF,;
Robert W. Holley Center for Agriculture Health, Ithaca, NY, USA). Os fungos foram

cultivados em meio Batata-dextrose-agar (Difco).

4.2. EQUIPAMENTO PARA EXPOSICAO AO CAMPO MAGNETICO

Foi utilizada uma bobina de Helmholtz nos experimentos sob campo
magnético. A bobina de Helmholtz foi uma das varias ferramentas criadas por H. L.
F. von Helmholtz (1821-1894) para a realizagdo de suas experiéncias na area da
biologia. Inicialmente, este sistema de bobinas foi uma adaptagdo criada por
Helmholtz para a realizacdo de experiéncias em tecidos musculares. Somente
depois de muitos anos que esta ferramenta passou a ser usada para calibragcao de

sensores e teste de imunidade eletromagnética.

Nessa regiao o campo € bem definido e o vetor campo magnético possui a
direcdo do eixo que passa pelo centro das bobinas. A uniformidade do campo e o
tamanho de seu volume estdo diretamente relacionados com a distédncia entre as
bobinas e o raio das bobinas, respectivamente. Adicionalmente, o0 campo magnético

tem dependéncia direta com a corrente continua aplicada na bobina (figura 3).
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Figura 3 - Linhas de campo magnético entre as duas espiras constituintes da

bobina de Helmholtz

Fonte: COMSOL (2017)

Para os experimentos com magnetismo € utilizado uma bobina de Helmholtz
com 140 espiras e raio da bobina de 0,22 m, permitindo a geragcdo de campos
magnéticos de até 30 mT (Figura 4). O nome bobina de Helmholtz ¢ dado ao
dispositivo composto por duas bobinas iguais posicionadas em paralelo e
concéntricas de forma que o campo magnético gerado pelo conjunto possui um perfil
uniforme em torno do centro. Para geragao do campo magnético foi utilizada uma
fonte de corrente da marca HP possibilitando fornecer valores de até 10 A. Para o
experimento foi utilizado 2 A , uma vez que a bobina nao possuia refrigeragao e foi

mantida ligada continuamente por 14 dias.



22

Figura 4 - Bobina de Helmholtz com porta substrato de aluminio disposto em seu

eixo central

Fonte: Prof. Drauzio Eduardo Naretto Rangel

A bobina Helmholtz permite produzir uma regido de campo magnético quase

uniforme entre as duas bobinas circulares planas.

O campo magnético na Bobina de Helmholtz pode ser gerado usando uma
Fonte de Corrente Alternada (CA) ou Corrente Continua (CC). A corrente continua
(CC, ou DC do inglés Direct Current) é o fluxo ordenado de elétrons sempre em uma
mesma direcdo. Esse tipo de corrente é gerado por baterias de automoveis ou
pequenas baterias, pilhas e fontes de alimentacdo de varias tecnologias, que
retificam a corrente alternada para produzir corrente continua. A corrente alternada
(CA ou AC - do inglés Alternating Current), por sua vez, € uma corrente elétrica cujo
sentido varia dependendo do tempo. Esta € a corrente usada nas residéncias e
industrias por exemplo. A forma de onda usual em um circuito de poténcia CA é

senoidal por ser a forma de transmiss&o de energia mais eficiente.

A maioria das Bobinas de Helmholtz usadas para experiéncias cientificas
geram campos magnéticos estaticos (constantes). Campos magnéticos estaticos da
ordem de 0,1, 1, 1,5 e 10 mT (Militesla) sdao gerados em uma bobina de 280 voltas e
raio de 250 mm usando uma fonte de corrente continua CC com diferenga de
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potencial (ddp) de 0 — 50 V e corrente de 0 — 10 A (50/60 Hz) (Galland and Pazur,
2005).

Neste equipamento a placa de Petri inoculada com o fungo foi colocada
dentro do solendide no suporte. A Bobina de Helmholtz sera mantida dentro da
incubadora a 26° C, usando a corrente continua para gerar um campo magnético

constante.

4.3 EQUIPAMENTO PARA EXPOSIGCAO AO CAMPO ELETRICO UNIFORME

Para os experimentos em ambiente contendo um campo elétrico uniforme,
foram utilizadas duas placas metalicas (aluminio) paralelas separadas por uma
distancia, d = 10 mm, onde uma das placas foi polarizada por uma fonte de corrente
continua (marca Keithley, fornecendo tensdo de 10 — 100 V) e a outra foi aterrada.
Através da aplicacdo de uma diferenca de potencial (ddp) entre os eletrodos foi
possivel gerar um campo elétrico uniforme e que nao varia no tempo. No

experimento realizado foi gerado um campo elétrico de 1000 V/cm.

Figura 5 - Sistema de placas paralelas para geragao de campo elétrico

Fonte: Prof. Drauzio Eduardo Naretto Rangel
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Para a medida do campo elétrico, foi utilizada a medida da ddp em volts,
mensurada por um voltimetro, e da distancia entre os eletrodos. O campo elétrico E
€ dado pela equacgao: E = ddp/d (V/cm).

Foi utilizado uma dose de campo elétrico uniforme da ordem de 0 (controle) e
1000 V/cm (volt por centimetro). Em todos os experimentos foram utilizados este
parametro de eletricidade. Os fungos foram crescidos sob estas condi¢cdes e

estudados a germinagéo e crescimento descritos em Rangel et al. (2010b).

4.4. CAMPO MAGNETICO E CAMPO ELETRICO INDUZ ALTERAGOES DE
TOLERANCIA A ESTRESSES

Conidios do fungo Metarhizium robertsii foram produzidos sob condicbes
normais (controle) ou sob campo magnético, no escuro a 26° C. Apos a produgéo de
conidios, sera avaliado a porcentagem de germinagdo desses nas seguintes

condi¢des de estresse:

4.4.1. RADIAGAO UV-B

Apds o preparo, as suspensdes foram utilizadas imediatamente nos
experimentos de exposicao a radiacdo UV-B (DIAS et al., 2018; RANGEL et al.,
2008b)

A suspensdo (40 ml) de conidios produzidos sob campo magnético foram
inoculados no centro do meio BDA (placas de poliestireno 35%x15 mm) com 0,002%
Benomyl com 25% de ingrediente ativo (Hi-Yield Chemical Company, Bonham, TX)
(MILNER et al., 1991).

O fungicida Benomyl tem sido utilizado em inumeros estudos para reduzir a
velocidade da germinagdo, facilitando a contagem da germinagdo apds 24h
(controle) e 48h (exposto a radiagao UV) (RANGEL et al., 2004).

Para o controle, as placas de Petri contendo os conidios (procedentes da
cultura controle ou da cultura submetida ao campo magnético) inoculados em BDA
mais Benomyl foram envolvidas em papel aluminio e em seguida foram

acondicionados na camara de UV (DIAS et al., 2018).
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ApoOs a exposicado a radiagao UV, as placas serdo incubadas por 48h no
escuro a 26° C. Um total de 300 conidios por placa serao avaliados e a porcentagem

de germinacgao relativa sera calculada (RANGEL et al., 2005).

A avaliagao sera realizada em triplicata utilizando-se trés lotes de diferentes

culturas.

4.4.2. ESTRESSE OSMOTICO

A germinagao dos conidios produzidos sob condi¢des normais (controle) ou
sob campo magnético sera ensaiada em meio BDA (controle) ou meio BDA em
placas de Petri de poliestireno (35%x15 mm) suplementado com cloreto de potassio a
0, 1.3, 14, 1.5, 1.6, 1.7. 1.8. 1.9 M (concentragéo final) (Araujo et al., 2020). Pelo
menos 300 conidios por placa serdo avaliados apds 24h e a porcentagem de
germinagao sera calculada. Cada tratamento sera repetido trés vezes com um lote

fresco de conidios produzidos para cada repeticao.

4.4.3. TOLERANCIA AO CALOR

Para o Metarhizium robertsii, tubos de ensaio contendo uma suspensao de
conidios serao colocados em banho térmico por 0 (controle), 1, 2, 3, e 4 h a 45° C.
Apos a exposicao ao calor, 40 pl da suspensao sera inoculada no centro de placas
de Petri (35 x 15 mm) com meio BDA suplementado com 0.003% Benomyl, e a
germinagao de conidios serdo avaliados apos 24 horas (controle) ou 48 h (conidios
expostos ao calor). A porcentagem de germinacgao sera calculada de acordo com os
itens anteriores (SOUZA et al., 2014).

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Para todos os fatores os resultados serdao avaliados através da analise
estatistica ANOVA. E as comparacgdes entre os tratamentos de cada fator serao
realizadas utilizando o método de TUKEY com a = 0,05. Os calculos serio feitos

usando a versao mais atualizada do software R .
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5 RESULTADOS

Conidios de M. robertsii produzidos em meio BDA sob campo magnético e
campo elétrico foram similarmente tolerantes para o estresse osmético que o fungo
produzido no meio BDA no tratamento controle (Figura 6). Entretanto, conidios
produzidos no meio minimo foram mais tolerantes que os conidios produzidos no

meio PDA ou no meio PDA sob campo magnético ou campo elétrico (Figura 6).

Figura 6: Estresse Osmatico (Dados Anexo )
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Fonte: Experimento do autor

Conidios de M. robertsii produzidos em meio BDA sob campo magnético e
campo elétrico foram mais tolerantes ao calor que conidios produzidos no meio BDA
no tratamento controle, entretanto, este aumento de tolerancia foi observado apenas
ap6s 3 horas de exposicao a temperatura de 45 °C (Figura 7). Quando expostos
apenas a 1 e 2 horas a temperatura de 45 °C os conidios produzidos sob campo
elétrico e campo magnético tiveram suas toleréncias similares aos conidos
produzidos no tratamento controle no meio PDA apenas (Figura 7). Conidios
produzidos no meio minimo foram mais tolerantes que conidios produzidos no meio

PDA (controle) ou no meio PDA sob a influéncia dos campos magnéticos e elétricos
(Figura 7)
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Figura 7 : Estresse Térmico (Dados Anexo Il)
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Conidios produzidos sob o CM e CE foram estatisticamente iguais em
toleréncia a radiacao UV-B que os conidios produzidos no meio minimo somente
apo6s 4 h de irradiagdo UV-B (Figura 8) e com maior tolerancia do que os conidios
produzidos no meio BDA apenas. Entretanto, a tolerancia a radiacdo UV-B de
conidios produzidos sob CM e CE foram estatisticamente iguais ao controle

(conidios produzidos no meio PDA) apés 2 e 3 horas de radiagédo UV-B.

Figura 8: Estresse por RADIACAO UV-B ( Dados Anexo )
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6 DISCUSSAO

Os fungos se protegem contra condicdes de estresse ambiental através de
varios eventos metabdlicos como: aumento de acidos graxos saturados, evitando a
desintegracdo das membranas celulares em temperaturas mais altas; produgao de
altos niveis de melanina, carotenoides ou outros pigmentos que conferem foto
protecao; formacao das enzimas antioxidantes; indugcao de reparo do DNA; aumento
nos niveis de trealose e manitol; acumulo de proteinas de choque térmico RANGEL,
2011)

Microrganismos expostos a um tipo de estresse geralmente desenvolvem
tolerancia a outro tipo de estresse, fendmeno denominado prote¢do cruzada (cross-
protection) (RANGEL, 2011). Um bom exemplo deste fendmeno é a acumulagao de
trealose e proteinas de choque térmico, que conferem maior tolerancia ao calor.
Acumulacao de trealose e manitol sdo respostas a condigdes de estresse ambiental
que aumentam a tolerancia de fungos a radiagcéo solar UV-B e ao calor (RANGEL,
2011). Por exemplo, quando o fungo Metarhizium robertsii € crescido sob estresse
nutritivo, osmoético ou estresse térmico o fungo produz conidios mais tolerantes a
outros tipos de estresses por exemplo calor e radiacao UV-B (Rangel et al., 2006;
Rangel et al., 2008).

Na fisica, a radiagdo eletromagnética consiste em ondas do campo
eletromagnético, propagando-se pelo  espaco, transportando  energia
eletromagnética radiante. Inclui ondas de radio, microondas, infravermelho, luz
(visivel), ultravioleta, raios X e raios gama. Todas essas ondas fazem parte do
espectro eletromagnético. Classicamente, a radiagdo eletromagnética consiste em
ondas eletromagnéticas, que sao oscilagdes sincronizadas de campos elétricos e

magnéticos (Purcell and Morin, 2013)

Nos ja sabemos que a luz visivel induz aumento de tolerancia no fungo
Metarhizium robertsii (Dias et al., 2020; Dias et al., 2021a; Dias et al., 2021b; Rangel
et al., 2015), entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos das radiagdes de campos
magnéticos e elétricos em fungos. Por exemplo, um campo estatico fraco (400
MTesla, ou seja, cerca de 8 vezes o campo geomagnético) provoca, na levedura

Saccharomyces cerevisiae, uma inibicdo de 30% da formagdo de brotagdo. O
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Crescimento colonial dos fungos Alternaria alternata e Curvularia inaequalis diminuiu
apenas 10% durante a exposigdo a campos magneéticos fracos entre 0,1 e 1 mT
(Pazur et al., 2007). Os campos magnéticos podem exercer efeitos substanciais nas
taxas metabdlicas dos organismos. Por exemplo, Saccharomyces cerevisiae,
quando exposto a um campo AC (0,5 uT, 100-200 Hz), responderam com uma
reducdo de 30% na respiragado (Pazur et al., 2007). Mas nenhuma alteracdo na
expressao génica diferencial (analise de microarray) ou perfil de proteina (analise de
gel 2-D) foi obtida com Saccharomyces cerevisiae exposta a campos magnéticos AC
(10 = 300 mT, 50 Hz) (Pazur et al.,, 2007). Por outro lado, nada se sabe sobre o
comportamento do fungo Metarhizium robertsii crescido sob o campo elétrico e
campo magnético. Neste trabalho foi descoberto que o crescimento do fungo
Metarhizium robertsii tanto no campo magnético como no campo elétrico induz
aumento de tolerancia de conidios para o calor e para a radiagao UV-B. Entretanto,
crescimento no campo magnético como no campo elétrico ndo induziu aumento ao

estresse osmotico.

7 CONCLUSAO

1) Conidios de M. robertsii produzidos em meio BDA sob campo magnético e
campo elétrico foram similarmente tolerantes para o estresse osmético que o fungo

produzido no meio BDA no tratamento controle.

2) Conidios de M. robertsii produzidos em meio BDA sob campo magnético e
campo elétrico foram mais tolerantes ao calor que conidios produzidos no meio BDA

no tratamento controle

3) Conidios de M. robertsii produzidos em meio BDA sob campo magnético e
campo elétrico foram mais tolerantes a radiacdo UV-B que conidios produzidos no

meio BDA no tratamento controle

4) Conidios produzidos sob estresse nutritivo (MM) foram mais tolerantes para
0 estresse osmatico, calor e radiagdo UV-B do que conidios produzidos em meio
BDA sob campo magnético e campo elétrico ou conidios produzidos no meio BDA

no tratamento controle.
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ANEXO | - DADOS ANALISE ESTRESSE OSMOTICO

Delineamento Inteiramente Casualizado

Varidvel: 0 Mol

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

99,3000000
100,000000
100,000000
100,000000

99,7000000
99,8000000
100,000000
100,000000

100,000000
99,7000000
98,7000000
100,000000
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PDA
0,20275875
MM
0,08819171
EF
0,43333333
MF
0,00000000

99, 6666667
99,8333333
99,5666667

100, 000000

0,12333333
0,02333333
0,56333333

0,00000000

0,35118846
0,15275252
0,75055535

0,00000000



Analise de Variadncia para Efeitos de Tratamentos

Causas de Variacéo GL SQ QoM
P
Tratamentos 3 0,3266666667 0,1088888889
0, 61NS 0,6252
Residuo 8 1,4200000000 0,1775000000
Total 11 1,7466666667 -
Média Geral............ : 99,766667
Desvio Padrdo..........: 0,4213075
Erro Padrdo da Média...: 0,2432420

Coeficiente de Variacédo: 0,4222928

Comparagdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 0 Mol
MF 100,00000 a
MM 99,833333 a
PDA 99,666667 a
EF 99,566667 a
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Delineamento Inteiramente Casualizado

Variavel: 1,3 Mol

Nomes dos Tratamentos/Fatores:



81,2000000
99,7000000
85,1000000
90, 7000000

88,3000000
99,7000000
92,9000000
95,5000000

95,4000000
99,7000000
95,6000000
98,0000000

39

PDA
4,09918691
MM
0,00000000
EF
3,14801525
MF
2,14190984

88,3000000
99,7000000
91,2000000

94,7333333

50,4100000
0,00000000
29,7300000

13,7633333

7,10000000
0,00000000
5,45252235

3,70989667

3 216,87000000

8 187,80666667

72,290000000

23,475833333

P

Tratamentos

3, 08NS 0,0904
Residuo

Total

11 404,67666667



Média Geral............: 93,483333
Desvio Padrdo..........: 4,8451866
Erro Padrdo da Média...: 2,7973698
Coeficiente de Variacdo: 5,182941¢6

Comparagcdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 1,3 Mol

MM 99,700000
MF 94,733333 ab
EF 91,200000 ab
PDA 88,300000 b

DMS (5%) = 12,6688
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Delineamento Inteiramente Casualizado

Variavel: 1,4 Mol
Nomes dos Tratamentos/Fatores:
Tratamentos
1 - PDA
2 - MM
3 - EF
4 - MF
Dados Obtidos no Experimento
Tratamentos 1% Rep 2% Rep 3% Rep
PDA ©4,9000000 73,2000000 81,5000000
MM 99,7000000 99,7000000 99,7000000
EF 71,4000000 71,1000000 98,8000000
MF 83,5000000 83,3000000 ©%96,8000000
Estatistica Descritiva dos Tratamentos:
Tratamentos Média Variadncia Desv. Pad. EPM



PDA 73,2000000 68,8900000 8,30000000
4,79200723
MM 99,7000000 0,00000000 0,00000000
0,00000000
EF 80,4333333 253,023333 15,9067072
9,18374167
MF 87,8666667 59,8633333 7,73713987

4,46703979

Causas de Variacéo GL SQ QoM F
P
Tratamentos 3 1152,1266667 384,04222222
4,02NS 0,0512
Residuo 8 763,55333333 95,444166667
Total 11 1915,6800000 -
Média Geral............ : 85,300000
Desvio Padrdo..........: 9,7695530
Erro Padrdo da Média...: 5,6404541

Coeficiente de Variacdo: 11,453169

Comparagdo das Médias de Tratamentos

1,4 Mol 1,4 Mol
MM 99,700000 a
MF 87,866667 ab
EF 80,433333 ab
PDA 73,200000 b




Delineamento Inteiramente Casualizado

Varidvel:

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

49,7000000
99,7000000
58,8000000
79,4000000

1,5 Mol

62,9000000
97,6000000
60, 9000000
76,3000000

76,1000000
95,5000000
90,4000000
97,0000000

42

PDA
7,62102355
MM
1,21243557
EF
10,2013616
MF
6,44575657

62,9000000
97,6000000
70,0333333

84,2333333

174,240000
4,41000000
312,203333

124,643333

13,2000000
2,10000000
17,6692765

11,1643779

Causas de Variacéo
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P
Tratamentos 3 2137,7358333 712,57861111
4,63%* 0,0369
Residuo 8 1230,9933333 153,87416667
Total 11 3368,7291667 -
Média Geral............: 78,691667
Desvio Padrdo..........: 12,404603
Erro Padrdo da Média...: 7,1618007

Coeficiente de Variacado: 15,763553

Comparagdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 1,5 Mol
MM 97,600000 a
MF 84,233333 ab
EF 70,033333 ab
PDA 62,900000 b
DMS (5%) = 32,4344

Delineamento Inteiramente Casualizado

Varidvel:

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

Dados Obtidos no Experimento:

1,6 Mol



33,3000000
94,4000000
37,9000000
54,0000000

43,1000000
94,7000000
42,0000000
53,8000000

52,8000000
95,0000000
59,2000000
68, 5000000

44

PDA
5,62918980
MM
0,17320508
EF
6,52490954
MF
4,86700912

43,0666667
94,7000000
46,3666667

58, 7666667

95,0633333
0,09000000
127,723333

71,0633333

9,75004273
0,30000000
11,3014748

8,42990708

3 5028,3425000

8 587,88000000

1676,1141667

73,485000000

Tratamentos
22,81** 0,0003
Residuo

Total

11 5616,2225000

Média Geral.........
Desvio Padrdo.......
Erro Padrdo da Média...:
Coeficiente de Variacéao:

60, 725000
8,5723392
4,9492424
14,116656



Comparacdo das Médias de Tratamentos

94,700000
58,766667
46,366667
43,066667

o°
Il
N
N
~
1NN
'_\
1NN
N

45

Delineamento Inteiramente Casualizado

Variavel: 1,7 Mol

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

32,1000000
84,1000000
23,0000000
48,5000000

40,4000000
83,4000000
26,2000000
45,9000000

48,6000000
82,7000000
59,5000000
62,8000000

PDA

4,76316888
MM

0,40414519
EF

40,3666667

83,4000000

36,2333333

68,0633333
0,49000000

408,563333

8,25005050
0,70000000

20,2129496
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11,6699519
MF 52,4000000 82,8100000 9,10000000
5,25388745

Causas de Variacéo GL SQ oM F
P
Tratamentos 3 4095,6066667 1365,2022222
9, 75** 0,0048
Residuo 8 1119,8533333 139,98166667
Total 11 5215,4600000 -
Média Geral............: 53,100000
Desvio Padrdo.......... : 11,831385
Erro Padrdo da Média...: 6,8308532

Coeficiente de Variacédo: 22,281327

Comparagdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 1,7 Mol
MM 83,400000 a
MF 52,400000 ab
PDA 40,366667 b
EF 36,233333 b

Delineamento Inteiramente Casualizado

Varidvel: 1,8 Mol



Nomes dos Tratamentos/Fatores:

16,3000000
66, 9000000
19,4000000
22,8000000

25,6000000
73,9000000
24,3000000
26,9000000

34,8000000
80,9000000
50,8000000
60, 8000000

47

PDA
5,34051600
MM
4,04145188
EF
9,75311916
MF
12,0416407

25,5666667
73,9000000
31,5000000

36,8333333

85,5633333
49,0000000
285,370000

435,003333

9,25004504
7,00000000
16,8928979

20,8567335

Tratamentos

6,67%*
Residuo

0,0144

3 4273,7966667

8 1709,8733333

1424,5988889

213,73416667



11 5983,6700000
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Média Geral
Desvio Padréo
Erro Padrdo da Média...:
Coeficiente de Variacéao:

41,950000
14,619650
8,4406589
34,850179

Comparacdo das Médias de Tratamentos

73,900000
36,833333
31,500000
25,566667

Delineamento Inteiramente Casualizado

Varidvel:

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

0,30000000
36,2000000
2,70000000
11,3000000

1,9 Mol

15,0000000
43,9000000
8,80000000
6,60000000

29,7000000
51,6000000
42,4000000
33,0000000
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Estatistica Descritiva dos Tratamentos:

Tratamentos Média Varidncia Desv. Pad EPM
PDA 15,0000000 216,090000 14,7000000
8,48704896
MM 43,9000000 59,2900000 7,70000000
4,44559707
EF 17,9666667 457,043333 21,3785718
12,3429242
MF 16,9666667 198,323333 14,0827317

8,13066896

Causas de Variacéo GL SQ oM F
P
Tratamentos 3 1685,1158333 561,70527778
2,41NS 0,1419
Residuo 8 1861,4933333 232,68666667
Total 11 3546,6091667 -
Média Geral............ : 23,458333
Desvio Padrdo..........: 15,254070
Erro Padrdo da Média...: 8,8069417

Coeficiente de Variacdo: 65,026233

Comparagdo das Médias de Tratamentos

MM 43,900000 a



EF 17,966667 b
MF 16,966667 b
PDA 15,000000 b
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ANEXO Il - DADOS ANALISE ESTRESSE TERMICO

Delineamento Inteiramente Casualizado

Calor

Varidavel: 0

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

100, 000000
99,3000000
99,7000000
99,7000000

99,0000000
99,4000000
100,000000
99,1000000

51

PDA
0,50000000
MM
0,05000000
EF
0,15000000
MF
0,30000000

99,5000000
99,3500000
99,8500000

99,4000000

0,50000000
0,00500000
0,04500000

0,18000000

0,70710678
0,07071068
0,21213203

0,42426407

Analise de Variadncia para Efeitos de Tratamentos



Causas de Variacéo GL SQ oM
P
Tratamentos 3 0,3050000000 0,101l060666067
0, 56NS 0,6708
Residuo 4 0,7300000000 0,1825000000
Total 7 1,0350000000 -
Média Geral............ : 99,525000
Desvio Padrdo.......... : 0,4272002
Erro Padrdo da Média...: 0,3020761

Coeficiente de Variacédo: 0,4292391

Comparagdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 0
EF 99,850000 a
PDA 99,500000 a
MF 99,400000 a
MM 99,350000 a

52

Delineamento Inteiramente Casualizado

Novo Experimento

Variavel: 1

Nomes dos Tratamentos/Fatores:



75,5000000
98,4000000
79,5000000
84,5000000

60,4000000
97,4000000
90, 3000000
82,6000000

53

PDA
7,55000000
MM
0,50000000
EF
5,40000000
MF
0,95000000

67,9500000
97,9000000
84,9000000

83,5500000

114,005000
0,50000000
58,3200000

1,80500000

10,6773124
0,70710678
7,63675324

1,34350288

3 902,20500000

4 174,63000000

300,73500000

43,657500000

P

Tratamentos
6,89%* 00,0466
Residuo

Total

7 1076,8350000



Médi
Desv

a Geral.......
io Padrédo.....
Erro Padrdo da Média...:
Coeficiente de Variacéao:

83,575000
6,6073822
4,6721248
7,9059315

97,900000
84,900000
83,550000
67,950000

Comparagdo das Médias de Tratamentos

54

Delineamento Inteiramente Casualizado

Novo Experimento

Varidavel: 2

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

34,9000000
96,8000000
43,8000000
46,8000000

36,1000000
93,9000000
41,6000000
45,8000000



PDA
0,60000000
MM
1,45000000
EF
1,10000000
MF
0,50000000

35,5000000
95,3500000
42,7000000

46,3000000

0,72000000
4,20500000
2,42000000

0,50000000

0,84852814
2,05060967
1,55563492

0,70710678

55

, 6937500

50000000

1490, 2312500

1,9612500000

, 5387500

Causas de Variacéo GL

P

Tratamentos 3 4470
759,84** < 0,0001

Residuo 4 7,84

Total 7 4478
Média Geral............ : 54,96250
Desvio Padrdo.......... : 1,4004406
Erro Padrdo da Média...: 0,990265

Coeficiente de Variacdo: 2,548003

0
4
1
4

Comparagdo das Médias de Tratamentos

95,350000
46,300000
42,700000
35,500000




Delineamento Inteiramente Casualizado

Novo Experimento

Varigvel: 3

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

9,30000000
89,0000000
22,2000000
17,6000000

9,50000000
84,2000000
21,8000000
24,7000000

56

PDA
0,10000000
MM
2,40000000
EF
0,20000000
MF
3,55000000

9,40000000
86,6000000
22,0000000

21,1500000

0,02000000
11,5200000
0,08000000

25,2050000

0,14142136
3,39411255
0,28284271

5,02045815

Causas de Variacéo



Tratamentos 3 7357,1237500 2452,3745833
266,38** < 0,0001
Residuo 4 36,825000000 9,2062500000
Total 7 7393,9487500 -
Média Geral............ : 34,787500
Desvio Padrdo..........: 3,0341803
Erro Padrdo da Média...: 2,1454895

Coeficiente de Variacdo: 8,7220418

Comparagdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 3
MM 86,600000 a
EF 22,000000 b
MF 21,150000 b
PDA 9,4000000 c

Delineamento Inteiramente Casualizado

Novo Experimento

Varigvel: 4

Nomes dos Tratamentos/Fatores:



2,60000000
58,6000000
6,10000000
5,40000000

1,90000000
53,8000000
5,50000000
3,90000000

58

PDA
0,35000000
MM
2,40000000
EF
0,30000000
MF
0,75000000

2,25000000
56,2000000
5,80000000

4,65000000

0,24500000
11,5200000
0,18000000

1,12500000

0,49497475
3,39411255
0,42426407

1,06066017

3 4063,9250000

4 13,070000000

1354, 6416667

3,2675000000

Tratamentos
414,58** < 00,0001
Residuo

Total

7 4076,9950000

Média Geral.........
Desvio Padrdo.......
Erro Padrdo da Média...:
Coeficiente de Variacéao:

17,225000
1,8076227
1,2781823
10,494181

Comparagdo das Médias de Tratamentos



Tratamento 4
MM 56,200000 a
EF 5,8000000 b
MF 4,6500000 b
PDA 2,2500000 b

59




ANEXO Ill - DADOS ANALISE ESTRESSE UV

Delineamento Inteiramente Casualizado

ov

Varidvel: 0

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

100, 000000
99,3000000
99,7000000
99,7000000

99,0000000
99,4000000
100,000000
100,000000
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PDA
0,50000000
MM
0,05000000
EF
0,15000000
MF
0,15000000

99,5000000
99,3500000
99,8500000

99,8500000

0,50000000
0,00500000
0,04500000

0,04500000

0,70710678
0,07071068
0,21213203

0,21213203

Analise de Variédncia para Efeitos de Tratamentos
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Causas de Variacéo GL SQ oM F
P
Tratamentos 3 0,3837500000 0,1279166667
0, 86NS 0,5306
Residuo 4 0,5950000000 0,1487500000
Total 7 0,9787500000 -
Média Geral............ : 99,637500
Desvio Padrdo.......... : 0,3856812
Erro Padrdo da Média...: 0,2727178

Coeficiente de Variacédo: 0,3870844

Comparagdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 0
EF 99,850000 a
MF 99,850000 a
PDA 99,500000 a
MM 99,350000 a

Delineamento Inteiramente Casualizado

ov

Varidavel: 1

Nomes dos Tratamentos/Fatores:



94,7000000
100, 000000
100, 000000
100, 000000

98, 7000000
99,7000000
99,0000000
99,3000000
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PDA
2,00000000
MM
0,15000000
EF
0,50000000
MF
0,35000000

96, 7000000
99,8500000
99,5000000

99,6500000

8,00000000
0,04500000
0,50000000

0,24500000

2,82842712
0,21213203
0,70710678

0,49497475

3 13,325000000

4 8,7900000000

4,4416666667

2,1975000000

Tratamentos

2, 02NS 0,2535
Residuo

Total

7 22,115000000



Desvio Padrédo
Erro Padrdo da Média...:
Coeficiente de Variacéao:

Comparagdo das Médias de Tratamentos

1,4823967
1,0482128
1,4985056

99,850000
99,650000
99,500000
96,700000
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Delineamento Inteiramente Casualizado

uv

Varigvel: 2

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

56,9000000
97,4000000
84,5000000
88,0000000

73,1000000
100,000000
89,4000000
95,8000000
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PDA 65,0000000 131,220000 11,4551299
8,10000000
MM 98,7000000 3,38000000 1,83847763
1,30000000
EF 86,9500000 12,0050000 3,46482323
2,45000000
MF 91,9000000 30,4200000 5,51543289

3,90000000

Causas de Variacéo GL SQ QoM F
P
Tratamentos 3 1274,9537500 424,98458333
9,60%* 0,0267
Residuo 4 177,02500000 44,256250000
Total 7 1451,9787500 -
Média Geral............: 85,637500
Desvio Padrdo.......... : 6,6525371
Erro Padrdo da Média...: 4,7040541

Coeficiente de Variacdo: 7,7682524

Comparagdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 2
MM 98,700000 a
MF 91,900000 ab
EF 86,950000 ab
PDA 65,000000 b
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Delineamento Inteiramente Casualizado

uv

Varigvel: 3

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

21,6000000
55,7000000
44,3000000
38,4000000

20,5000000
58, 7000000
50,3000000
61,1000000
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PDA
0,55000000
MM
1,50000000
EF
3,00000000
MF
11,3500000

21,0500000
57,2000000
47,3000000

49,7500000

0,60500000
4,50000000
18,0000000

257,645000

0,77781746
2,12132034
4,24264069

16,0513239
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Tratamentos 3 1489,5450000 496,51500000
7,07%* 0,0446
Residuo 4 280,75000000 70,187500000
Total 7 1770,2950000 -
Média Geral............: 43,825000
Desvio Padrdo.......... : 8,3777980
Erro Padrdo da Média...: 5,9239978

Coeficiente de Variacdo: 19,116482

Comparagdo das Médias de Tratamentos

Tratamento 3
MM 57,200000 a
MF 49,750000 ab
EF 47,300000 ab
PDA 21,050000 b

Delineamento Inteiramente Casualizado

gv

Variavel: 4

Nomes dos Tratamentos/Fatores:

Tratamentos 1% Rep. 2% Rep.



9,40000000
27,9000000
29,7000000
15,2000000

3,80000000
16,3000000
17,7000000
20,8000000
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PDA
2,80000000
MM
5,80000000
EF
6,00000000
MF
2,80000000

6,60000000
22,1000000
23,7000000

18,0000000

15,6800000
67,2800000
72,0000000

15,6800000

3,95979797
8,20243866
8,48528137

3,95979797

3 357,24000000

4 170,64000000

119,08000000

42,660000000

Tratamentos

2, T9NS 0,1733
Residuo

Total

7 527,88000000

Média Geral.........
Desvio Padrdo.......
Erro Padrdo da Média...:
Coeficiente de Variacéao:

17,600000
6,5314623
4,6184413
37,110581

Comparagdo das Médias de Tratamentos



Tratamento 4
EF 23,700000 a
MM 22,100000 a
MF 18,000000 a
PDA 6,6000000 b




