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RESUMO

Fungos para usos industriais e agricolas sdo sujeitos a uma variedade de insultos
fisicos e quimicos, coletivamente referido a estresses. A resposta de fungos a
condicOes de estresse pode ser devido a debilitagbes 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
presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos fisiolégicos e morfolégicos do
sulfato de zinco nos fungos entomopatogénicos Metarhizium robertsii, assim como o
crescimento micelial deste fungo, e a tolerdncia deste aos estresses de conidios
produzidos em meios suplementados com zinco sob a radiacdo UV, estresse
osmatico (cloreto de potassio) e calor. O crescimento radial do Micélio mostrou que
este sal ndo influencia no crescimento do fungo estudado. No que diz respeito a
tolerancia a radiacdo UV observa-se que a germinacdo de conidios produzidos na
concentracdo de 1.5 g/l obteve tolerancia semelhante aos conidios produzidos sob
condicbes normais, sendo assim mais tolerantes que o0s produzidos nas
concentracgdes 0.5, 1.0 e 2.0g/l. Tal achado observa-se de forma semelhante no que
diz respeito a tolerancia a condicdo de Estresse Osmdtico. A germinacdo de
conidios de M. robertsii suplementados com sulfato de zinco induziu uma maior
tolerancia ao calor ao se comparar com outros tratamentos.

Palavras - chave: Sulfato de zinco. Fungos entomopatogénicos. Tolerancia a

Radiacdo UV-B. Tolerancia ao estresse por calor. Tolerancia ao estresse osmoético.



ABSTRACT

Fungi for industrial and agricultural uses are subject to a variety of physical and
chemical insults, collectively referred to as stresses. The fungal response to stress
conditions may be due to growth and metabolism impairments and it is important to
understand the physiology of stress responses to alleviate detrimental influences
when applying the fungus in the field for insect control. The present study aims to
evaluate the physiological and morphological effects of zinc sulfate on the
entomopathogenic fungi Metarhizium robertsii, as well as the mycelial growth of this
fungus, and its tolerance to the stresses of conidia produced in media supplemented
with zinc under UV radiation, stress osmotic (potassium chloride) and heat. Mycelium
radial growth showed that this salt does not influence the growth of the studied
fungus. With regard to tolerance to UV radiation, it was observed that the germination
of conidia produced at a concentration of 1.5 g/l obtained similar tolerance to conidia
produced under normal conditions, thus being more tolerant than those produced at
concentrations 0.5, 1.0 and 2.0g /I. This finding is similarly observed with regard to
tolerance to the Osmotic Stress condition. Germination of M. robertsii conidia
supplemented with zinc sulfate induced greater heat tolerance when compared to
other treatments.

Keywords: Zinc sulfate. Entomopathogenic fungi. Tolerance to UV-B Radiation.

Heat stress tolerance. Osmotic stress tolerance.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Os fungos utilizados no meio industrial e agricola estédo sujeitos a uma variedade de
estresses dos tipos fisicos e/ou quimicos. Nesse estudo foram avaliados os efeitos
fisiologicos e morfolégicos do sulfato de zinco no fungo Metarhizium robertsii. A
producédo de conidios em meio de cultura suplementado com sulfato de zinco induziu
maior tolerdncia ao calor quando comparado aos conidios sob condi¢cdes de
controle. Entretanto, conidios produzidos em meio minimo induziu maior tolerancia
as condicOes de estresse osmotico, calor e radiagdo UV-B. O Crescimento radial do
micélio ndo sofreu alteracdo, mostrando assim que a suplementa¢édo com zinco nao

influencia no crescimento deste fungo.
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1 INTRODUCAO

Os fungos para uso industrial e agricola estdo sujeitos a uma variedade de
estresses fisicos e quimicos. A resposta fangica as condi¢des de estresse pode ser
devido as deficiéncias de crescimento e metabolismo, e entender a fisiologia das
respostas ao estresse para aliviar influéncias prejudiciais € importante (RANGEL,
2011; RANGEL et al.,, 2015a; RANGEL et al.,, 2015b; RANGEL et al., 2018;
WALKER; BASSO, 2019).

Cétions bivalentes, como Mg?*, Ca?*, Cu?*, Zn** e Mn?*, sdo essenciais para 0
crescimento e metabolismo dos fungos e, consequentemente, devem ser obtidos do
ambiente externo (JONES; GADD, 1990; WALKER; BASSO, 2019; WALKER;
BIRCH, 1999). No entanto, acima de certas concentracdes, todos os cations
divalentes, especialmente aqueles chamados de metais pesados, sdo téxicos e
podem danificar o0 metabolismo celular e, por fim, causar a morte celular (JONES;
GADD, 1990).

O zinco desempenha um papel central na fungdo enzimatica nas células de
levedura, especialmente a alcool desidrogenase, e faz parte da atividade estrutural
da proteina (WALKER, 2004). A deficiéncia de zinco pode levar a uma fermentacéo
lenta ou incompleta (DE NICOLA; WALKER, 2008).

O contato de um organismo ao estresse resulta no desenvolvimento de uma
reacdo subsequente mais forte e protetora. Conceituamos como priming a
memorizagao de um estresse encontrado previamente oferecendo, desta forma uma
forte vantagem de sobrevivéncia, podendo ainda ser chamado de resisténcia ao
estresse adquirido, resposta adaptativa ou protecdo cruzada (HARISH; OSHEROV,
2022). Os fungos conseguem desenvolver priming através do estresse nutritivo
(RANGEL, 2011; RANGEL et al., 2006; RANGEL et al., 2008), calor (RANGEL et al.,
2008), iluminacao (DIAS et al., 2020; DIAS et al., 2020; DIAS et al., 2022; DIAS et
al., 2021), estresse quimico (RANGEL et al., 2012), estresse biético provocado por
um fungo antagonista (MEDINA et al., 2020), estresse acido ou alcalino (RANGEL et
al., 2015), hipoxia (RANGEL et al., 2015). Assim sendo, a amplificagdo da tolerancia
ao calor e a radiacdo UV-B dos fungos isolados de solos de areas degradadas ou de
fungos de reflorestamentos recentes (FERREIRA et al., 2018), da-se devido ao

priming continuo nessas circunstancias estressantes.
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O presente estudo visa compreender os efeitos fisioldgicos e morfoldégicos do
sulfato de zinco sobre fungos para uso industrial e agricola, tendo em vista a
necessidade de descobrir se estes respondem ou ndo ao meio suplementado com
zinco, assim como entender se sSao essenciais para sobrevivéncia destes
organismos quando expostos a fatores estressantes do meio ambiente como calor,
radiacdo UV e estresses osmotico proveniente das respostas imunoldgicas do inseto

hospedeiro.
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2 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos fisiolégicos e morfolégicos do sulfato de zinco nos fungos

entomopatogénicos Metarhizium robertsii.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar o crescimento micelial do fungo Metarhizium robertsii,
produzidos em meios de cultura com zinco.
2. Estudar os fendtipos de tolerancia de conidios produzidos em
meios suplementados com sulfato de zinco as condicdes de estresse
osmotico (cloreto de potassio), radiacdo ultravioleta e calor nos fungos

Metarhizium robertsii.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 SULFATO DE ZINCO

O sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4;7H,0) é o mineral goslarita,
conhecido como vitriolo branco, que é um composto quimico cristalino incolor, e
todas as formas séo soluveis em agua. Este elemento multifuncional é essencial
para todos os processos fisiol6gicos; pode atuar como elemento catalisador,
estrutural e regulador; e desempenha um papel importante na expressdo génica
(ZHAO; BAI, 2009). O zinco (Zn) pode estar presente na forma ligada ou livre de
células, dependendo do tipo e estado da célula (DE NICOLA; WALKER, 2008). Em
animais, a deficiéncia mineral esta associada a quadros patologicos graves,
principalmente devido a deficiéncia alimentar, presenca de compostos quelantes nos
alimentos e distlrbios no processo de absorcdo gastrointestinal ou niveis urinarios
elevados. Em algumas situacdes, a deficiéncia desse mineral deprime o crescimento

das leveduras, e as células tendem a inchar e formar grumos (OBATA et al., 1996).

3.2 - QUAL A IMPORTANCIA DO ZINCO PARA OS FUNGOS?

O Zn é um micronutriente essencial que desempenha um papel no
metabolismo da levedura. Funciona como cofator de enzimas essenciais, como
alcool e aldeido desidrogenase, que estdo diretamente envolvidas na producdo do
etanol (TOSUN; ERGUN, 2007).

A biodisponibilidade de cétions influencia diretamente o metabolismo do
acucar da levedura em fermentacfes de cervejarias e destilarias. O equilibrio € vital
para 0 sucesso da producdo de etanol. Em particular, o conhecimento das
interacdes entre K*, Mg®*, Ca** e Zn®*, bem como sua biodisponibilidade relativa no
crescimento de levedura industrial, sendo importante para manipular de maneira
ideal seus niveis de fermentacdo (CHANDRASENA et al., 1997).

O Zn desempenha um papel importante no metabolismo fermentativo porque
€ essencial para a atividade de metaloenzimas, proteina que contém um ou mais
ions metélicos na sua molécula. O Zn também pode ativar a sintese de riboflavina

ou Vitamina B12, e aumentar o teor de proteina na fermentacdo da levedura. Além
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disso, pode estimular o transporte dos carboidratos maltose e maltotriose para
dentro das células, aumentando assim a taxa de fermentacdo (WALKER, 2004).

Atua como um cofator de muitas proteinas e € indispensavel para sua
atividade catalitica e/ou estabilidade estrutural. Zn também €& um componente
onipresente de enzimas envolvidas na transcricdo e das proteinas de dedo Zn que
regulam a expressdo génica. Na levedura Saccharomyces cerevisiae, 0 Zn
provavelmente é necessario para a fungdo de quase 3% do proteoma (BOHM et al.,
1997). Além de seu envolvimento na estrutura e funcdo das proteinas, a interacao
do Zn com os lipidios contribui para a fluidez da membrana, e sua interacdo com 0s
acidos nucléicos ajuda a prevenir reacdes radicais deletérias (VALLEE; AULD,
1990). A deficiéncia deste oligoelemento essencial pode ter consequéncias graves.
Por exemplo, na fermentacéo da cerveja, a deficiéncia de Zn no mosto leva a uma
fermentacdo lenta e, portanto, a deterioracdo da qualidade da cerveja. Embora seja
importante 0 monitoramento preciso da concentracdo de Zn em tais fermentacfes
industriais, a formacao de complexos com polifendis, proteinas e outros compostos
implica que a concentracdo de Zn nem sempre prediz com precisdo sua
biodisponibilidade para leveduras (KREDER, 1999).

3.3 - OS FUNGOS PRECISAM DE ZINCO PARA CRESCER?

Os ions metalicos, incluindo o Zn, definitivamente desempenham um papel na
regulacdo do metabolismo da levedura, onde as células requerem esses metais para
manter a integridade estrutural da célula e das organelas. Atuam nas interacdes
célula-célula, fenbmeno de floculacdo, expressdo génica, divisdo e crescimento
celular, mecanismos de captacdo de nutrientes, acdo enzimatica do metabolismo,
osmorregulacdo, manutencdo de energia e sobrevivéncia celular. Além disso, as
células de levedura precisam de metais para atuar como protetores de estresse
diante de estressores ambientais (WALKER, 2004).

3.4 - QUAL FUNCAO DO ZINCO NA FISIOLOGIA DOS FUNGOS?
A limitacdo de Zn causa uma forte regulagdo negativa da transcricdo génica

envolvida no acumulo de carboidratos de reserva. A relevancia fisioloégica dessa

resposta foi verificada pela analise dos teores de glicogénio intracelular e trealose,
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gue foram fortemente reduzidos em culturas limitadas em Zn, sendo valido ressaltar
gque a trealose é a principal molécula de carboidrato que é utilizada no
armazenamento de energia pelos insetos para o voo. Estudos comparativos com
culturas limitadas em nitrogénio mostraram que o0 acumulo acentuado de
carboidratos de reserva era especifico para limitacdo de Zn e ndo apenas uma

consequéncia de condi¢cdes de excesso de glicose (DE NICOLA et al., 2007).

3.5 - EXISTE TOXICIDADE DO ZINCO PARA OS FUNGOS?

O excesso de Zn é tbxico, pois pode competir com outros ions metalicos
pelos sitios ativos de enzimas ou proteinas de transporte intracelular. Por esta
razao, 0s organismos desenvolveram mecanismos que controlam rigidamente os
niveis intracelulares de Zn. A homeostase do Zn na levedura pode ser mediada pelo
controle da absorcao de Zn, armazenamento de Zn em vacuolos, ligacdo intracelular
de Zn por metalotioneinas, familia de proteinas de baixo peso molecular, e efluxo de
Zn das células. Em S. cerevisiae, varias proteinas envolvidas na absorcdo e
armazenamento de Zn foram identificadas (ZHAO; EIDE, 1996).

Embora os cations bivalentes, incluindo Zn?*, Mg?*, Ca®*, Cu** e Mn?*, sejam
essenciais para 0 crescimento e o metabolismo, acima de certas concentracdes,
todos os cations bivalentes, particularmente os dos chamados metais pesados, séo
toxicos. Eles podem prejudicar o metabolismo celular, incluindo a nutricdo ibnica e,
finalmente, a morte celular. Sua toxicidade esta relacionada a for¢a das habilidades
de coordenacdo e a coordenacdo quimica do ion especifico. Os efeitos toxicos
incluem o blogueio de grupos funcionais de biomoléculas importantes, por exemplo,
enzimas, inibindo o sistema de transporte de ions e nutrientes essenciais,
deslocando e substituindo ions metalicos essenciais de localizacdes celulares e
biomoléculas, desnaturando enzimas e interrompendo estruturas de membrana
(JONES; GADD, 1990). .

Zhao e Bai (2012) citam que 0 excesso de Zn € toxico para a célula e que
o nivel celular deve ser finamente controlado dentro de uma faixa adequada, que
normalmente esta entre 0,1 e 0,5 mM

A concentracdo 6tima de Zn no meio de crescimento estd entre 4 e 8 uM

(WALKER, 2004). No entanto, a concentracdo desse elemento pode variar em

diferentes ambientes industriais, como mosto de uva, melagco de cana ou mosto
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cervejeiro. Na industria vinicola, por exemplo, a concentracdo de Zn no mosto de
uva esta entre 0,04 e 7,8 ppm, sendo a média de 0,90 ppm. Normalmente, na
producdo de vinho, tais teores de Zn séo satisfatorios para o andamento da
fermentacdo. A concentracdo média de Zn no melaco de beterraba é de 40 ppm,
enquanto no melago de cana-de-acglcar € de 13 ppm, com concentracdo ideal para
producao de etanol entre 1 e 5 ppm (DE NICOLA; WALKER, 2008).

3.6 - O SULFATO DE ZINCO AJUDA OS FUNGOS EM QUAIS TIPOS DE
ESTRESSE?

O Zn pode ser um protetor no momento da toxicidade, além de aumentar a
tolerancia ao estresse térmico. Além disso, pode aumentar o contetdo em leveduras
floculantes cultivadas na presenca de Zn, impactando significativamente a taxa de
crescimento, o rendimento de etanol e a fluidez da membrana da levedura (ZHAO;
BAI, 2009).

Este elemento induz respostas de estresse em um esfor¢go para garantir a
sobrevivéncia quando exposto a insultos ambientais, que incluem: 1) Aumento da
sintese de trealose e glicerol, 2) Inducdo da biossintese de proteinas de choque
térmico/frio, 3) Inducédo enzimética de estresse, alteracfes estruturais na membrana
celular, producdo de glutationa e modulacdo da homeostase ibnica (WALKER,
2004).
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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 batata dextrose agar (BDA) (Difco Laboratories, Sparks, MD,
EUA) ajustado para pH 6,9.

Isolado de Metarhizium robertsii ARSEF 2575

USDA-ARS Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, Robert W.
Holley
(Center for Agriculture and Health, NY, USA).
Figura 1. Isolado de Metarhizium robertsii ARSEF 2575

Fonte: Autoria Prépria

Este fungo tem sido amplamente estudados em relacdo a tolerancia a muitos
tipos de estresses (ARAUJO et al., 2018; AZEVEDO et al., 2014; DIAS et al., 2018;
RANGEL et al.,, 2010a; RANGEL et al., 2010b; SOUZA et al.,, 2014). As culturas
estoque foram mantidas a 4 °C em tubos de ensaio em batata dextrose agar (BDA)
(Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA).
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4.2 PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURA

Os conidios de M. robertsii foram produzidos em 23 ml de meio BDA ou meio
BDA suplementado com sulfato de zinco (concentragdes: 0,5; 0,6;0,7; 0,8;0,9; 1,0;
1,1;1,2;1,3; 1,4; 1,5; 1,6; 1,7; 1,8; 1,9 e 2.0 uM), ou meio basal para crescimento
sob estresse nutritivo, também chamado de meio minimo (MM), que é um meio
composto por Czapek Dox Agar sem sacarose, [(NaNO3 0,2%), (KoHPO4, 0,1%),
(MgSO,, 0,05%), (FeSO,4, 0,001%) e Bacto Agar 1,5% (Becton, Dickinson e CO,
Sparks, MD, EUA) em poliestireno de 95mm. O pH de ambos os meios foi ajustado

para 6,9.

4.3 CRESCIMENTO RADIAL DO MICELIO

Conidios do fungo Metarhizium robertsii foram transferidos de culturas de 14
dias de crescimento por inoculagdo em ponto com uma agulha no centro do meio de
cultura batata dextrose e agar (BDA) em placas de Petri de poliestireno (95 x 15
mm). As placas inoculadas em meio BDA (controle), ou meio BDA suplementado
com diferentes concentragbes de Zinco foram mantidos a 26 °C no escuro. Os
tamanhos de col6nia foram medidos semanalmente durante 14 dias. O crescimento
radial (mm) foi medido semanalmente a partir do centro do ponto de inoculagéao para
a periferia da colonia em cada placa. Duas medi¢des radiais foram feitas em angulos
retos para cada. Os locais de medicédo foram feitos nos mesmos eixos a cada dia.
Este estudo foi realizado em triplicata utilizando trés lotes diferentes de culturas
(RANGEL et al., 2010b).

4.4 TOLERANCIA DOS CONIDIOS PRODUZIDOS A CONDICOES DE ESTRESSE

Conidios do fungo Metarhizium robertsii foram produzido em meio BDA
(controle), ou meio BDA suplementado com diferentes concentragbes de zinco e
mantido no escuro a 26 °C. Apd6s a producdo de conidios, foi avaliada a
porcentagem de germinacdo destes conidios nas seguintes condicdes de estresse:
1) radiacdo UV (DIAS et al., 2018), 2) estresse osmoético causado pelo cloreto de
potassio (RANGEL et al., 2008b), 3) exposicdo ao calor (RANGEL et al., 2008b;
RANGEL et al., 2005; SANTOS et al., 2011).
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Os conidios provenientes dos fungos e tratamentos acima foram removidos
apos 14 dias através de um leve toque com al¢ca microbiolégica sem tocar no
substrato e foram suspensos em 10 ml de solucéo estéril de Tween 80 (0,01% v/v
Sigma -Aldrich Corporation, EUA) em tubos de Pyrex (20 x 125 mm) (Corning,
Corning, NY, EUA). As suspensdes foram ajustadas para 1 x 10° conidios ml™ com
um hematocitdbmetro, posteriormente, foram agitadas vigorosamente e usadas para

0s experimentos a seguir:

4.4.1 Toleréncia aradiacdo UV

ApOs preparo, as suspensdes foram utilizadas imediatamente nos
experimentos de exposi¢do a radiacdo UV-B (RANGEL et al., 2006; RANGEL et al.,
2008b). A suspenséo (40 pl) de conidios produzidos em meio BDA suplementado
com Zn e o controle produzido em meio BDA foram inoculados no centro do meio
BDA (placas de poliestireno 35 x 15 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 indmeros estudos para reduzir a
velocidade da germinacdo e facilitando a contagem da germinacdo apés 24 h
(controle) e 48 h (exposto a radiagcdo UV) (BRAGA et al.,, 2001a; BRAGA et al.,
2001b; RANGEL et al.,, 2006; RANGEL et al., 2008b). As placas permaneceram
abertas no fluxo laminar por 30 min para secar as suspensdes de conidios. Apés a
secagem, as suspensfes foram expostas em uma Camara de Teste de Xenbnio
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 dessecagdo do meio, as placas foram cobertas com fiime de
diacetato. Placas de Petri com a suspensdo seca de todos os isolados foram
expostas por 60, 120, 180, 240 min.

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 acdo do dano ao DNA (formacéo 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
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Miranda, CA, EUA) foram usados para excluir radiacdo UV-C e UV-B de
comprimento de onda curto. A irradiancia e a temperatura do equipamento foram
ajustadas conforme DIAS et al. (2018).

As placas de Petri controle (uma para cada isolado) com a suspensao 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 h (placas de controle) ou 48 h
(placas irradiadas com UV) apds as suspensdes de conidios serem inoculadas no
meio conforme descrito acima. A avaliagao foi realizada em triplicata utilizando-se

trés lotes de diferentes culturas.

4.4.2 Tolerancia ao estresse osmatico

A germinacao dos conidios produzidos sob condi¢cées normais (controle) ou
em meio suplementado com Zn foi ensaiada em meio BDA (controle) ou meio BDA
em placas de Petri de poliestireno (35 x 15 mm) suplementado com cloreto de
potassio a 1.5, 1.6, 1.7, 1.8 e 1.9 M (concentracédo final) (RANGEL et al., 2008a).
Pelo menos 300 conidios por placa foi avaliado apds 24 horas e a porcentagem de
germinacao foi calculada (BRAGA et al., 2001b). Cada tratamento foi repetido trés

vezes com um lote fresco de conidios produzidos por cada repeticao.

4.4.3 Tolerancia ao calor

A suspensao de conidios do fungo Metarhizium robertsii produzidos em
condicbes normais BDA ou produzidos em meio BDA suplementado com Zn foram
agitadas vigorosamente em tubos de ensaio e foram colocados em banho térmico
por O (controle), 1, 2, 3, 4 h a 45 °C (SOUZA et al., 2014). Ap6s a exposi¢cado ao
calor, 40 ul da suspenséo foi inoculada no centro das placas de Petri (35 x 15 mm)
com meio BDA suplementado com 0.003% benomyl, e a germinacdo de conidios
foram avaliados apOs intervalos de 24 horas (controle) ou 48 horas (conidios
expostos ao calor). A porcentagem de germinacéo foi calculada de acordo com os

itens anteriores.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os efeitos do crescimento micelial, e dos diferentes estresses osmotico,
térmico e a radiacao uv-b foram avaliados a partir de um delineamento inteiramente
casualizado (dic) com diferentes repeticdes. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia por meio do programa agroestat (BARBOSA; MALDONADO
JUNIOR, 2015), seguido da comparac&o das médias pelo teste tukey (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 CRESCIMENTO RADIAL DO MICELIO

No que diz respeito ao crescimento radial do micélio dos fungos em estudo,
analisou-se os mesmos apos 07 e 14 dias de inoculacdo, estes crescidos no meio
de cultura Batata dextrose e agar (BDA).

Ao analisar o gréfico do crescimento radial do micélio suplementado com
sulfato de zinco no intervalo de tempo de sete dias, nas diversas concentracoes
utilizadas mostrou-se que este sal nao influencia no crescimento deste fungo, tal fato
pode ser verificado ao observar o diametro das colénias com sete dias (Figura 2). No
que concerne a estatistica, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre
as diversas concentragdes utilizadas, considerando p < 0,05.

Figura 2 - Crescimento micelial do fungo Metarhizium robertsii no meio de cultura
batata dextrose e agar (BDA) suplementado com sulfato de zinco no periodo de sete

dias. As barras do grafico com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes

(p <0,05)
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No que diz respeito ao crescimento radial do micélio, em meio de cultura
suplementado com sulfato de zinco no periodo de 14 dias, nas diversas
concentracdes utilizadas revelou que este sal ndo influencia no crescimento deste
fungo. No que concerne a estatistica, observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre as diversas concentracdes utilizadas, considerando p < 0,05. A

Unica diferenca foi observada entre as concentracdes 1.6 e 1.8 (Figura 3).

Figura 3 - Crescimento micelial do fungo Metarhizium robertsii no meio de cultura
batata dextrose e agar (BDA) suplementado com sulfato de zinco no periodo de 14
dias. As barras do grafico com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes

(p <0,05)
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5.2 TOLERANCIA A RADIACAO UV

Foi observado para 2 h de radiacdo UV-B, a germinacdo dos conidios
produzido nos tratamentos controle e meio minimo (MM), bem como conidios
produzidos em meio BDA suplementado com 1,5 e 2,0 g/l de sulfato de zinco

produziram conidios com maior tolerédncia a radiacdo UV-B. Entretanto conidios



28

produzidos com BDA suplementado com 0,5 e 1,0 g/l de sulfato de zinco tiveram
uma menor tolerancia. Entretanto apés 3 h de radiacdo UV-B a tolerancia de
conidios produzidos em BDA suplementadas com sulfato de zinco foram similares
ao controle. Sendo que o MM o que produziu conidios com maior tolerancia (Figura
3).

Observa-se que, 0 meio suplementado com sulfato de zinco na concentracao
de 1.5 g/l obteve tolerédncia semelhante aos conidios produzidos sob condi¢cGes
normais (Controle), sendo assim mais tolerantes que o0s produzidos nas

concentracgdes 0.5, 1.0 e 2.0 g/l. (Figura 4).

Figura 4- Conidios de Metarhizium robertsii produzidos sob condicfes normais
(controle), meio BDA suplementado com sulfato de zinco e meio minimo (MM). Uma
suspensao de conidios produzida nesses tratamentos foi exposta a radiagédo UV-B.

Percentual médio de germinacédo de conidios ap6s exposicao a radiacdo UV-B de
conidios de M. robertsii produzidos nas condi¢c6es acima. Para exposicao ao
estresse, suspensodes de conidios foram expostas a radiacédo UV-B por 1, 2,3 e 4
horas. As barras do grafico com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes

(p <0,05)
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5.3 TOLERANCIA AO ESTRESSE OSMOTICO

A germinacao de conidios produzidos em meio de cultura suplementado com
sulfato de zinco foi menor que os conidios produzidos em BDA especialmente a
partir de 1,7 M. O meio minimo produziu conidios com maior tolerancia ao estresse
osmotico (Figura 4).

O sulfato de zinco tornou os conidios menos tolerantes quando comparado ao
controle, podendo observar também que n&o houve diferenca das tolerancias entre

as diversas concentracfes de KCI utilizadas (Figura 5).

Figura 5 - Conidios de Metarhizium robertsii produzidos sob condicbes normais
(controle), meio BDA suplementado com sulfato de zinco e meio minimo (MM).
Porcentagem média de germinacao de conidios em meio BDA suplementado com
cloreto de potassio de conidios de M. robertsii produzidos sob as condicdes acima. A
germinacao dos conidios foi realizada em BDA (controle) ou BDA suplementado com
1,3;1,4;1,5;1,7; 1,9 M KCI. As comparacdes estatisticas foram feitas dentro de
cada concentracao de KCI, ndo entre as diferentes concentracdes. 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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5.4 TOLERANCIA AO CALOR

A germinacgédo de conidios de M. robertsii produzidos em meio suplementado
com sulfato de zinco foi similar ao controle apdés 2 h de exposi¢cdo ao calor.
Entretanto apds 3 h de exposicéo ao calor foi verificado que conidios produzidos em
meio suplementado com sulfato de zinco nas concentrac¢des 0,5, 1,5 e 2,0 g/l foram
mais tolerantes que os conidios produzidos no controle. Observa-se que os conidios

produzidos em meio minimo foram mais tolerantes ao se comparar com 0S outros
tratamentos (Figura 6).

Figura 6 - Conidios de Metarhizium robertsii foram produzidos sob condi¢cbes
normais (controle), meio BDA suplementado com sulfato de zinco e meio minimo
(MM). Uma suspenséo de conidios produzida nesses tratamentos foi exposta a
estresse térmico. A exposi¢cao ao calor ocorreu em suspensao em banho térmico a
45°C. A germinacao dos conidios foi realizada em meio de cultura BDA contendo

0,003% de benomil. As comparacdes estatisticas foram feitas dentro de cada tempo
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de exposicao, ndo entre os diferentes tempos de exposi¢do. As barras do grafico

com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes (p < 0,05)
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6 DISCUSSAO

Os efeitos fisiolégicos e morfolégicos de ions de Zn nos fungos
entomopatogénicos Metarhizium robertsii foram analisados através da avaliagdo do
crescimento radial do micélio, onde se analisou os mesmos apos sete e 14 dias de
inoculacéo, em meio de cultura batata dextrose e agar (BDA).

Buscou-se estudar a tolerancia de conidios produzidos em meios de cultura
com Zn expostos as condi¢cdes de estresse osmético (cloreto de potassio), radiacdo
ultravioleta e calor nos fungos Metarhizium robertsii.

Tal contexto assemelha-se ao estudo de De Nicola e Walker (2008) onde se
observou que concentracbes de Zn na faixa de 0,25 - 0,50 ppm foram relatados
como ideais para o crescimento celular e no que diz respeito a glicélise encontrou-se
um intervalo de 1 - 2 ppm. Vale ressaltar que a concentracdo do Zn é variavel em
diferentes meios industriais, como mosto de vinho, melaco de cana ou cerveja
mosto.

Torna-se valido ressaltar que as deficiéncias de Zn podem influenciar no
processo de fermentacdo, causando reducdo do crescimento das células de
levedura, assim como diminuicdo da producéo de etanol. Logo, quando os niveis de
Zn caem abaixo de cerca de 0,1 ppm, pode-se verificar alteragcdes no processo de
fermentacdo, levando a fermentagbes lentas e/ou incompletas (DE NICOLA,
WALKER, 2008).

De Nicola e Walker (2008) nos mostra ainda que as propriedades fisico-
guimicas do meio ambiente influenciam diretamente na fisiologia das células de
levedura, podendo alterar tanto a viabilidade quanto a vitalidade. Nas fases do
processo de fermentacdo industrial do alcool, pode-se observar que uma variacao
nas concentragdes pode impactar significativamente no crescimento e fermentacéo
celular, sendo assim importante compreender as interacbes entre estresses
ambientais e leveduras, principalmente para a industria cervejeira, produtores de
vinho e destiladores visando otimizar o crescimento celular, a viabilidade e o
desempenho da fermentacdo. Dentre 0s stress nos quais sdo submetidos nos
processos industriais podemos encontrar os quimicos (alteragées de pH, limitacao /
privacdo de nutrientes, toxicidade / limitacdo de ions metdlicos), fisicos (estresse

osmotico, mudancas nas temperaturas, desidratacdo, reidratacdo) e bioldgicos
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(envelhecimento celular, alteragbes genotipicas ou competicdo de outros
organismaos).

De Nicola et al. (2005) e Walker et al. (2006) estudaram a implicacdo da
variagdo do nivel de Zn na fluidez da membrana da levedura de cerveja, assim como
a acédo dos metais no controle das respostas da levedura ao estresse ambiental.
Uma cepa de levedura de cerveja de S. cerevisiae foi extensivamente cultivada em
meio com baixo teor de Zn para esgotar os niveis celulares de Zn e, em seguida,
lancado em mosto contendo concentracdes variaveis de Zn. Além de crescimento e
fermentacéo, a fluidez da membrana foi avaliada por uma modificagdo do método de
Learmonth e Gratton (2002) medindo a polarizacdo generalizada (GP) de Laurdan.
Verificou-se que o Zn impactou significativamente sobre a taxa de crescimento,
rendimento de etanol e fluidez da membrana de levedura. Além disso, foi descoberto
gue os valores de GP da célula (e, portanto, a fluidez da membrana) mudaram com
o envelhecimento da célula e com disponibilidade de Zn. Células com baixo teor de
Zn (aprox. 0,5 fg / célula) exibiram baixos niveis de GP indicando alta fluidez da
membrana, o que pode resultar do estresse de etanol quando os niveis de Zn estéo
baixos.

Ainda sobre o etanol, sabe-se que a temperatura influencia a membrana
plasméatica por estar relacionada ao aumento da sua fluidez. Sugere-se que a
membrana plasmatica € o compartimento celular primario que controla a tolerancia
ao calor, existindo evidéncias de que o etanol e 0 estresse de temperatura
influenciam a fluidez da membrana plasmatica encapsulada permitindo uma
liberacdo geral de ions metdlicos. Sabe-se que um nivel adequado de Zn pode
estabilizar a membrana plasmatica e auxiliar as células de levedura a controlar os
efeitos de alguns estresses ambientais (DE NICOLA; WALKER, 2008). Experimentos
realizados com uma cepa de levedura de cerveja de S. cerevisiae sob temperatura,
etanol e tensdes combinadas de temperatura / etanol, mostraram uma liberagéo
significativa de ions zinco acompanhada pela perda da viabilidade da cultura. Apés 1
e 5 h de exposicao, as células retiveram o zinco e a viabilidade apds estresse por
calor ou etanol, embora a combinacdo desses insultos teve um efeito dramatico
sinérgico sobre a viabilidade das células que estavam todos mortos apds apenas
uma hora do inicio do estresse. Apds 24 h exposicao, todas as células morreram,
embora algum Zn residual tenha sido associado a célula morta provavelmente

devido a absorcao apertada da parede celular (DE NICOLA, 2007).
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No estudo realizado, ao avaliar o crescimento radial do micélio suplementado
com sulfato de zinco nos intervalos de tempo de sete dias e 14 dias, nas diversas
concentracdes utilizadas observou-se que este sal ndo influencia no crescimento
deste fungo, ndo havendo, portanto, diferenca significativa entre as diversas
concentragdes utilizadas, considerando p < 0,05.

No que diz respeito a tolerancia a radiacdo UV, observou-se que para 2 h de
radiacdo UV-B, a germinacédo dos conidios produzidos nos tratamentos controle e
meio minimos (MM), bem como conidios produzidos em meio BDA suplementado
com 1,5 e 2,0 g/l de sulfato de zinco produziram conidios com maior toleréncia a
radiacdo UV-B. Entretanto conidios produzidos com BDA suplementado com 0,5 e
1,0 g/l de sulfato de zinco tiveram uma menor tolerancia. Diante disso, observou-se
gue, o meio suplementado com sulfato de zinco na concentracédo de 1.5 g/l obteve
tolerancia semelhante aos conidios produzidos sob condi¢cdes normais (controle),
sendo assim mais tolerantes que os produzidos nas concentracdes 0.5, 1.0 e 2.0 g/I.

Tal fato assemelha-se com o estudo de Dias et al. (2021) onde foram
estudadas sete espécies de fungos , sendo elas A. aleyrodis, B. bassiana, C.
fumosorosea, M. anisopliae, M. brunneum, M. robertsii e T. cylindrosporum, onde
foram cultivadas sob iluminagdo e produziram conidios com maior tolerancia a
certas condicfes de estresse quando comparadas as que eram produzidos no
escuro, com isso, 0 estudo mostrou que o crescimento micelial sob luz branca
constante aumentou significativamente a tolerancia a radiacdo UV em conidios de
isolados M. robertsii (ARSEF 2575) e C. fumosorosea (ARSEF 3889). Mostrando
assim que, os conidios produzidos sob estresse nutricional se demonstram mais
tolerantes a radiagcdo UV quando comparados com os produzidos sob luz branca
(DIAS et al., 2021).

Em relacdo ao estresse osmoético, pode se observar que a germinacao de
conidios produzidos em meio de cultura suplementado com sulfato de zinco foi
menor quando comparado aos conidios produzidos em BDA, principalmente a partir
de 1,7 M, sendo que o meio minimo produziu conidios com maior tolerancia a esse
tipo de estresse. Observou-se também que o sulfato de zinco tornou os conidios
menos tolerantes quando comparado ao controle, ndo havendo assim ndo havendo
assim diferenca nas tolerancias entre as diversas concentracdes de KCI utilizadas.

Dias et al. (2021) nos mostra que o crescimento micelial sob luz branca

constante resultou em conidios com maior tolerancia ao estresse osmoético em cinco
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espécies de fungos, dentre elas o M. robertsii (ARSEF 2575). Podendo observar que
para outras espécies como B. bassiana, o crescimento sob luz branca provocou um
aumento da sensibilidade em concentragcdes mais altas de KCIl. Em contrapartida,
conidios de T. inflatum (ARSEF 4877) produzidos sob luz se mostraram menos
tolerantes aos serem comparados com os conidios produzidos ao escuro. Conidios
de M. robertsii (ARSEF 2575), produzidos sob estresse nutritivo se mostraram mais
tolerantes ao estresse osmotico do que os conidios produzidos no escuro.

No tocante a tolerdncia ao calor, os resultados nos mostram que a
germinacdo de conidios de M. robertsii produzidos em meio suplementado com
sulfato de zinco apés 3 h de exposicdo ao calor verificou-se que conidios
suplementados nas concentracdes 0,5, 1,5 e 2,0 g/l foram mais tolerantes que os
conidios produzidos no controle, assim como o0s produzidos em meio minimo
guando comparados com 0s outros tratamentos.

No estudo de Dias et al. (2021), observa-se que das sete espécies de fungos
estudadas o crescimento micelial sob luz branca contribuiu positivamente para o
aumento da tolerancia ao calor dos conidios de apenas duas delas, sendo M.
robertsii (ARSEF 2575) e Metarhizium anisopliae (ARSEF 5749). No que concerne
ao estresse nutritivo causado pelo MM verificou-se que este contribuiu para o
aumento da tolerancia ao calor dos conidios em varios fungos, como as seguintes
espécies Metarhizium brunneum (ARSEF 1187), M. robertsii (ARSEF 2575),
Tolypocladium inflatum (ARSEF 4877) e M. anisopliae (ARSEF 5749).

Em contrapartida, outros estudos mostram que a luz azul contribuiu
consideravelmente para a producdo de conidios, porém o0 crescimento sob luz
branca e vermelha produziu uma quantidade estatisticamente similar de conidios ao
crescimento no escuro. Além de que, os conidios produzidos na luz azul exibiram
coloracdo mais escura do que os conidios produzidos no escuro (OLIVEIRA et al.,
‘2018).

Com isso, percebemos que conidios de M. robertsii produzidos sob estresse
nutricional acumulam quantidade superior de eritritol, manitol e trealose, tal fato pode
esclarecer a alta tolerancia desses conidios em combate ao estresse térmico
estresse oxidativo, estresse osmatico e radiacdo UV (RANGEL et al., 2006a, 2008,
2015b; RANGEL, 2011).

E valido ressaltar a importdncia da utlizacdo da microbiologia para

compreender a relacdo entre salude e meio ambiente, buscando alternativas que
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bY

visem minimizar os danos causados através da exposicdo a estresses,
principalmente, no decorrer dos processos industriais, e portanto trabalhar esta area
dentro da Engenharia Biomédica permite o desenvolvimento e a aplicacdo de
tecnologias voltadas tanto para a &rea da saude quanto para a area industrial de
forma que ocorra uma producdo de conhecimento que leve ao fortalecimento das

inovacdes tecnolbgicas.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos fisiolégicos e morfologicos
do sulfato de zinco nos fungos entomopatogénicos Metarhizium robertsii, assim
como o crescimento micelial deste fungo, e a tolerancia deste aos estresses de
conidios produzidos em meios suplementados com zinco sob a radiacdo UV,
estresse osmotico (cloreto de potassio) e calor. Conforme observado nos resultados
verificamos que o crescimento radial do micélio do fungo M. robertsii ndo sofreu
alteragcéo, quando o meio de cultura foi suplementado com sulfato de zinco, tal fato
nos mostra que a suplementacdo com zinco nao influencia no crescimento deste
fungo.

No que diz respeito a tolerancia ao calor, observou-se que o sulfato de zinco
induziu maior tolerancia ao calor dos conidios do fungo M. robertsii, quando
comparado aos conidios sob condigdes de controle e MM. Os conidios do fungo M.
robertsii produzidos em meio de cultura suplementada com sulfato de zinco,
expostos a condi¢cOes de estresse osmoético e radiagcdo UV-B, nao induziram maiores
tolerancias quando comparados aos meios de controle e minimo.

Como proximo passo dessa pesquisa, e levando em consideracdo as
observacbes expostas, vislumbra-se a realizacdo de novas pesquisas com a
utilizacdo do fungo entomopatogénicos Metarhizium robertsii suplementado com

outros sais e/ou expostos a outras condi¢cOes de estresses como a iluminacgao.
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