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RESUMO

CORVAL, Amanda Rocha da Costa. Caracterizagdo do transcriptoma de
blastosporos de um isolado nativo de Metarhizium pingshaense expostos a UV-B e
viruléncia para Rhipicephalus microplus. 2022. 86 p. Tese (Doutorado em Ciéncias,
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Metarhizium spp. € um dos fungos entomopatogénicos mais utilizados no controle de
pragas agricolas e tem sido considerado uma alternativa promissora no controle de
Rhipicephalus microplus. Porém, estes agentes podem ser negativamente afetados por
fatores bidticos e abidticos, como a irradiagdo solar, principalmente a fracdo UV-B, que
causa sérios danos aos fungos, diminuindo sua eficacia no controle de pragas. Este
trabalho teve como objetivos: 1) identificar a espécie do isolado nativo de Metarhizium
sp.; 2) verificar a tolerancia a UV-B de conidios, blastosporos e microesclerddios do
isolado LCM S10 de M. pingshaense; 3) avaliar a sobrevivéncia de fémeas ingurgitadas
de R. microplus tratadas com blastosporos de M. pingshaense LCM S10 e expostas a
radiacdo UV-B por trés dias consecutivos; 4) analisar o transcriptoma de blastosporos
do isolado LCM S10 de M. pingshaense. Os propagulos (conidios, blastosporos e
microesclerddios) foram expostos a radiagdo UV-B com fluéncia total de 4,0 kJ/m?,
Conidios foram avaliados quanto a germinacdo 24h apds exposicdo a UV-B.
Microesclerédios e blastosporos foram avaliados quanto a presenga de unidades
formadoras de colonias (UFC) 24 e 72h ap0s exposicdo a UV-B, respectivamente.
Todos os trés propagulos demonstraram alta tolerancia a radiagdo ultravioleta. O
bioensaio para verificacdo da mortalidade de fémeas ingurgitadas de R. microplus, bem
como analise dos parametros bioldgicos mostrou que ndo houve diferenca estatistica
entre o controle e o grupo de fémeas tratadas com blastosporos e expostas a UV-B por
trés dias consecutivos, provando que a radiagdo ultravioleta oferece danos aos
propagulos fungicos. Em relacdo a sobrevivéncia das fémeas, houve diferenca estatistica
e as fémeas do grupo tratadas com blastosporos e que ndo foram expostas a UV-B
sobreviveram, em média, 12 dias, enquanto as fémeas tratadas com blastosporos e
expostas a radiacdo ultravioleta por trés dias consecutivos teve uma média de
sobrevivéncia de 18,5 dias. Todas as fémeas do grupo controle tiveram média de
sobrevivéncia de 23 dias. Para entender como a luz UV-B regula a expressao génica em
blastosporos de M. pingshaense, foi realizada uma andlise transcricional, onde foram
identificados 728 genes diferencialmente expressos, sendo 320 genes induzidos e 408
genes suprimidos na presenca de UV-B. As categorias funcionais onde os genes que
foram mais suprimidos se encontram sdo: transporte e metabolismo de aminoacidos;
transporte e metabolismo de carboidratos e modificacdo pds-traducional, volume de
proteinas e chaperonas. J& as categorias funcionais onde os genes mais induzidos se
encontram sdo: biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundarios,
transporte e metabolismo de coenzimas e pos-traducional, volume de proteinas e
chaperonas. Os dados sobre a tolerdncia a UV-B de um isolado fangico revelam
informacBes importantes sobre a sua tolerancia intrinseca. Este é o primeiro trabalho
analisando o transcriptoma de blastosporos de M. pingshaense quando expostos a UV-
B.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, Fungos entomopatogénicos, Fatores abidticos



ABSTRACT

CORVAL, Amanda Rocha da Costa. Characterization of the transcriptome of
blastospores of a native isolate of Metarhizium pingshaense exposed to UV-B and
virulence for Rhipicephalus microplus. 2022. 86 p. Thesis (Doctor of Science,
Veterinary Sciences). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Metarhizium spp. is one of the most used entomopathogenic fungi to control
agricultural pests and also presents positive results in tests against Rhipicephalus
microplus. However, these agents can be negatively affected by biotic and abiotic
factors, such as solar irradiation, especially the UV-B fraction, which causes serious
damage to fungi, decreasing their effectiveness in controlling pests. This work analyzed
the M. pingshaense isolate LCM S10 with the objective of: 1) to identify the native
isolate of Metarhizium sp.; 2) verifying the UV tolerance of conidia, blastospores and
microsclerotia of the isolate LCM S10; 3) to evaluate the survival of engorged females
of R. microplus treated with M. pingshaense blastospores and exposed to UV-B
radiation for three consecutive days; 4) analyze the transcriptoma of the M. pingshaense
isolate LCM S10 after being exposed to UV-B radiation. The propagules (conidia,
blastospores and microsclerotia) were exposed to UV-B radiation with a total fluency of
4.0 kJ/m? Conidia were evaluated for germination 24h after exposure to UV-B.
Microsclerotia and blastospores were evaluated for the presence of colony forming units
(CFU) 24 and 72h after exposure to UV-B, respectively. All three propagules
demonstrated high tolerance to ultraviolet radiation. The bioassay to verify the mortality
of engorged females of R. microplus, as well as the analysis of the biological
parameters, showed that there was no statistical difference between the control and the
group of females treated with blastospores and exposed to UV-B for three consecutive
days, proving that ultraviolet radiation damages fungal propagules. Regarding female
survival, there was a statistical difference and females in the group treated with
blastospores and not exposed to UV-B survived, on average, 12 days, while females
treated with blastospores and exposed to ultraviolet radiation for three consecutive days
had a median survival of 18.5 days. All females in the control group had a mean
survival of 23 days. To understand how UV-B light regulates gene expression in M.
pingshaense blastospores, we performed a transcriptional analysis, where differential
expression analysis identified 728 genes differentially expressed, 320 genes induced and
408 genes suppressed in the presence of UV-B. The functional categories where the
genes that were most suppressed are: transport and metabolism of aminoacids; transport
and metabolism of carbohydrates; and post-translational modification, proteins turnover
and chaperones. The functional categories where the most induced genes are found are:
biosynthesis, transport and catabolism of secondary metabolites; transport and
metabolism of coenzymes; and post-translational modification, proteins turnover and
chaperones. Data on the UV-B tolerance of a fungal isolate reveal important
information about its intrinsic tolerance. This is the first work analyzing the blastospore
transcriptoma of M. pingshaense when exposed to UV-B.

Key words: Cattle tick; Entomopathogenic fungi; Abiotic factors.
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1 INTRODUCAO GERAL

A pecudria exerce importante papel na economia global e, no Brasil, atinge
diretamente o Produto Interno Bruto (PIB). Porém, diversos fatores podem afetar
negativamente esta producdo, como a presenca de parasitos, que Sdo responsaveis por
importantes prejuizos econdmicos a pecuaristas e produtores rurais.

Uma das principais espécies de ectoparasitos em bovinos é Rhipicephalus
microplus, que acarreta danos ao couro dos animais, estresse, predisposicdo a infecgoes
secundarias, além de ser transmissor de patdgenos como Babesia spp. e Anaplasma
spp., causadores da Tristeza Parasitaria Bovina. Estes microrganismos associados ao
carrapato acarretam, além de anemia, perda de peso que pode evoluir a ébito, uma
depreciacdo no valor comercial desses bovinos e elevados gastos com diagndstico e
controle.

Normalmente, estes ectoparasitos sdo controlados com carrapaticidas quimicos,
porém este método de controle de pragas pode trazer inimeros maleficios ao meio
ambiente, ao bovino e ao produtor, como selecdo de populacdes de carrapatos
resistentes, caréncia para consumo de leite e carne, além de deixar residuos no solo e
afetar organismos nao alvos. O impacto ambiental gerado pelos carrapaticidas quimicos
e a falta de seguranca de suas aplicacbes fazem com que novas tecnologias mais
sustentaveis para controle de carrapatos, incluindo o controle bioldgico, que oferece
uma gama de alternativas e inclui o uso de parasitos, sejam cada vez mais promissores.

Fungos entomopatogénicos ja sdéo amplamente utilizados para controle de pragas
agricolas. No entanto, ndo ha produto comercial baseado em fungos que seja indicado
para o controle de carrapatos. Espécies do género Metarhizium mostraram grande
eficicia no controle de R. microplus, porém elas sdo bastante suscetiveis a fatores
abioticos, como a radiacao solar, principalmente a fracdo UV-B. A exposi¢ao aos raios
UV podem reduzir a viabilidade dos conidios no campo e retardar a sua germinagao,
além de serem frequentemente apontados como fatores capazes de reduzir a eficiéncia
dos fungos em programas de controle bioldgico.

Na busca por respostas para 0s problemas enfrentados pelo uso de fungos
entomopatogénicos a campo, diferentes propagulos tém sido testados. Além do conidio,
que € a estrutura mais comumente utilizada em programas de biocontrole e que é a
forma natural de dispersdo de muitos fungos, blastosporos e microesclerddios também
estdo sendo estudados quanto a sua tolerancia a fatores abidticos. Este estudo é
importante, ja que o artropode-praga pode estar em diferentes habitats e a aplicacdo dos
fungos entomopatogénicos deve ser direcionada em cada um desses locais, sejam eles
nas folhas, no solo ou em animais (como no controle bioldgico da fase parasitaria do
carrapato).

Assim, 0 presente estudo teve como objetivo identificar molecularmente um
isolado de Metarhizium sp., avaliar o impacto da radiacdo UV-B em diferentes
propagulos de M. pingshaense, além de verificar a tolerancia de blastosporos expostos a
radiacdo UV-B. Também foi avaliada a acdo sobre os fatores reprodutivos de carrapatos
que foram tratados com blastosporos de M. pingshaense expostos a radiacdo UV-B.
Foram avaliadas ainda as alteracGes da expressao génica de blastosporos nas primeiras
24h apds exposicao a radiacdo UV-B.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1.  Rhipicephalus microplus

Carrapatos sdo considerados um dos maiores problemas enfrentados por
pecuaristas em areas tropicais, sendo Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) uma
das principais espécies ectoparasitas encontrada em bovinos. Estes ectoparasitos causam
grandes perdas, como a reducdo da producdo de leite e carne, danos ao couro dos
animais, além de serem vetores de importantes agentes patogénicos, como protozoarios
do género Babesia spp. e bactérias do género Anaplasma spp. (PERINOTTO et al.,
2011; RODRIGUEZ et al., 2016). Estes microrganismos associados ao carrapato
acarretam, além de anemia e perda de peso, uma depreciacdo no valor comercial desses
bovinos (FURLONG; PRATA, 2005; RODRIGUEZ et al., 2016). Quando o nivel de
parasitismo por R. microplus é alto, causa grandes danos a economia que, no Brasil,
pode ultrapassar 3 bilhdes de ddlares anualmente (GRISI et al., 2014).

O ciclo de vida dos carrapatos pode ser dividido em duas fases: parasitaria e ndo
parasitéria (Figura 1).

Figura 1: Ciclo biolégico do carrapato-do-boi, Rhipicephalus
microplus, ilustrando a fase de vida livre e a fase parasitaria. (Fonte:
MAPA)

Na fase parasitaria, machos e fémeas copulam quando ainda estdo sobre os
bovinos e a fémea comeca seu processo de ingurgitamento, através do qual ela retira do
sangue do bovino nutrientes para producdo dos seus ovos. Essa fémea, apds aumentar
de tamanho cerca de duzentas vezes, desprende-se do hospedeiro e vai ao chao,
iniciando a fase ndo parasitéria. Ela, entdo, procura um lugar umido e longe do sol, onde
possa colocar seus ovos, cerca de 3.000 por fémea. As larvas eclodem desses ovos e
ficam de dois a trés dias ainda no solo para que haja o enrijecimento da cuticula. As
larvas sobem para as pastagens a espera dos hospedeiros. Elas sdo atraidas pelo gas
carbonico liberado na respiracdo desses animais e pelo deslocamento de ar que ocorre
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quando estes estdo se aproximando. Essas larvas, entdo, se fixam no hospedeiro bovino,
rompendo seu tecido com suas estruturas de fixagdo e comecam a se alimentar dele,
iniciando uma nova fase parasitaria, passando pelas fases de larva, ninfa e adulto
(FURLONG:; PRATA, 2005). Apos se fixar, esses parasitos se alimentam do sangue que
flui da lesdo do hospedeiro. Isto provoca reagdes como dor, inflamagdo, coceira,
ativagdo do complemento, entre outros (TIRLONI et al., 2016).

A fim de controlar esses ectoparasitos, produtores utilizam indistintamente
produtos quimicos, que causam contaminagdo ao meio ambiente e resisténcia quimica
em algumas populacdes de carrapatos. O impacto ambiental gerado pelos produtos
quimicos e a falta de seguranca de suas aplicacBes fazem com que métodos alternativos
e sustentaveis para controle de carrapatos direcionem a pesquisa neste sentido, incluindo
o controle bioldgico (ANGELO et al., 2010).

2.2.  Utilizacdo de Fungos Entomopatogénicos no Controle Bioldgico

O conceito de controle biolégico vem sendo discutido ha algum tempo. Segundo
Alves (1998) esse controle tem como finalidade manter a populacdo de pragas a niveis
ndo-econdmicos, utilizando-se  racionalmente  patégenos. A  utilizacdo de
entomopatogenos data do século XVII e, desde entdo, este processo tem sido
aperfeicoado e sua importancia pode ser observada pelo nimero crescente de trabalhos
publicados (ALVES, 1998).

Fungos entomopatogénicos, como Metarhizium spp. e Beauveria spp., tém sido
amplamente utilizados em programas de controle de insetos-praga, pois apresentam
grande potencial na redugdo das populacBes de artropodes. Entre as razfes para
utilizacdo de fungos como biocontroladores estdo sua eficdcia em matar seus
hospedeiros artropodes, grande biodiversidade e seguranca ambiental (STONE;
BIDOCHKA, 2020; LITWIN et al., 2020).

Fungos, como os do género Metarhizium, apresentam um estilo de vida que pode
variar muito, pois embora atuem como parasitos de insetos, também podem viver nos
tecidos vegetais, estabelecendo uma simbiose complexa com as plantas. Portanto, séo
de grande importancia econdmica e ecoldgica, pois regulam as popula¢bes de pragas,
além de atuarem no crescimento e produtividade das plantas (STONE; BIDOCHKA,
2020). O complexo de espécies de Metarhizium anisopliae estd entre os fungos
entomopatogénicos mais estudados e utilizados em todo o mundo (BAHIENSE et al.,
2007; LEEMON; JONSSON, 2007; ZIMMERMANN, 2007; LEEMON et al., 2008;
GARCIA et al., 2011; CAMARGO et al., 2016; GRIZANOVA et al., 2019; IWANICK
et al., 2020; BITENCOURT et al., 2021).

A infeccdo por fungos entomopatogénicos pode ser dividida em seis estagios:
adesdo, germinacao, formacdo de apressorio, penetracdo, colonizacdo da hemocele e
exteriorizacdo com esporulacdo (Figura 2). Em condi¢des naturais, 0S esporos que
entram em contato com os hospedeiros invadem seu corpo através do apressorio, mas 0s
fungos também produzem enzimas que degradam a cuticula do hospedeiro, como
proteases e esterases, além de quitinases e lipases. As hifas se proliferam dentro do
corpo do hospedeiro, que morre ap6s a diminuicdo das reservas de nutrientes
(BRANCINI et al. 2022).
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Figura 2: Ciclo de Metarhizium anisopliae (Fonte: adaptado de Alves et al. 1998
e Mascarin et al. 2010).

Conidios de fungos entomopatogénicos aplicados nos hospedeiros podem
controlar os carrapatos em condi¢des naturais ou seminaturais, especialmente quando a
aplicacdo é feita em ambientes protegidos das condi¢cBes adversas ao fungo
(FERNANDES et al., 2012).

Fungos entomopatogénicos do complexo Metarhizium anisopliae tém sido
bastante estudados no controle de pragas, ja que estes atacam mais de duzentas espécies
de insetos, e sdo muito utilizados como biocontroladores, ficando atrds somente de
Beauveria spp. (ROBERTS; ST. LEGER, 2004; TUPE et al., 2017).

2.3.  Suscetibilidade de diferentes propagulos fungicos a UV

Metarhizium spp. pode produzir ao menos trés tipos de propagulos em condi¢des
naturais ou artificiais. O mais comum sdo os conidios aéreos, uma célula que germina
para produzir estruturas que causam infeccdo em seus hospedeiros artropodes e sdo
responsaveis pela dispersdo do fungo. Apds a penetracdo na hemocele do hospedeiro
invertebrado, os conidios se transformam em corpos hifais, colonizando todo o seu
interior (ALKHAIBARI et al., 2017). Essas estruturas vegetativas podem ser produzidas
em meio liquido, em condi¢des laboratoriais, sendo chamadas de blastosporos. Os
blastosporos sdo esporos hidrofilicos, pleomorficos e de paredes finas que geralmente
germinam mais rapido que os conidios (ALKHAIBARI et al., 2016). Eles podem ser
mais virulentos que os conidios, mas sofrem mais com estresses ambientais
(ALKHAIBARI et al., 2016; ALKHAIBARI et al., 2017; BERNARDO et al., 2018;
MASCARIN et al.,, 2019). Muitos fungos, especialmente patégenos de plantas,
produzem naturalmente microesclerddios, que sdo agregados compactos de hifas que se
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formam sob condi¢Ges ambientais e/ou nutricionais desfavoraveis e aumentam a
resisténcia dos fungos no solo (COLEY-SMITH et al., 1971; JACKSON; PAYNE,
2016). Os microesclerddios tém entre 50-600 um de diametro e sdo compostos por
apenas algumas células. A medida que se desenvolvem, tornam-se melanizadas e
dessecam até certo ponto, mantendo reservas nutricionais enddgenas para serem
utilizadas quando as condi¢Bes ambientais voltarem a ser favoraveis. Nao h relatos de
producdo natural de microesclerédios por fungos entomopatogénicos (JACKSON;
PAYNE, 2016). No entanto, espécies de Metarhizium podem ser induzidas a produzir
essas estruturas em meio de cultura liquido (MASCARIN et al., 2014).

Um estudo que comparou a tolerancia a radiacdo em diferentes propagulos foi o
de Bernardo e colaboradores (2020). Neste estudo, conidios e blastosporos foram
expostos a uma fluéncia de radiagdo variando de 0 a 8,1 kJ/m2. Conidios e blastosporos
de um isolado de M. robertsii e outro de M. anisopliae ndo mostraram diferengas em
suas tolerancias a radiacdo UV-B. No entanto, os conidios do isolado ARSEF 324 de M.
acridum sobreviveram por mais tempo e tiveram uma taxa de inativagdo mais lenta do
que os blastosporos. Dentre todos os isolados testados, M. acridum ARSEF 324
mostrou-se o mais tolerante a UV-B, pois as diferencas na tolerdncia foram mais
pronunciadas em fluéncias superiores a 8,1 kJ/m?. A viabilidade relativa de M. acridum
ARSEF 324 exposto a fluéncias aumentadas de UV-B revelou que os conidios sdo mais
resistentes a radiacdo do que os blastosporos, pois a viabilidade dos conidios diminuiu
drasticamente quando expostos a fluéncias superiores a 6,56 kJ/m?, enquanto 0s
blastosporos tiveram sua viabilidade diminuida mais rapidamente quando expostos a
fluéncias variando de 1,4 a 8,1 kJ/m?,

Outro estudo que comparou diferentes tipos de propagulos quanto a tolerancia a
radiacdo UV-B foi o de Corval e colaboradores (2021). Eles estudaram a tolerancia a
radiacdo UV-B de dez isolados de Metarhizium spp. Em relacdo aos conidios, eles
foram expostos em meio aquoso ou em suspensdes oleosas e muitos conidios
apresentaram a mesma tolerancia quando expostos a ambos o0s tratamentos. A
germinacdo desses propagulos 24h apos a exposicdo a UV-B sugeriu que os isolados
que apresentaram baixa tolerancia inata foram mais responsivos a adicdo de 6leo na
formulagdo. Alguns isolados também apresentaram atraso na germinacdo quando
comparados os resultados de 24h e 48h apds a exposicdo a radiacdo, mas essa
recuperacdo fungica ndo deve ser observada em condi¢Bes de campo, uma vez que 0S
conidios estdo constantemente expostos a radiacdo solar. O estudo de Corval e
colaboradores (2021) também analisou a resposta dos blastosporos a radiacdo
ultravioleta, mostrando que esses propagulos, quando em suspensfes aquosas, eram
muito susceptiveis a UV-B, apresentando tolerdncia média ou baixa, exceto para um
isolado de M. anisopliae. Com relacdo aos microesclerédios, os isolados investigados
variaram amplamente em suas respostas a UV-B, sugerindo que, embora essas
estruturas sejam de resisténcia fangica, nem sempre apresentam alta tolerancia a
radiacéo.

Ainda em relacdo aos estudos comparativos de propagulos quanto a tolerancia a
radiacdo ultravioleta, Paix&o e colaboradores (2021) compararam o efeito da radiacao
UV-B sobre microesclerodios e pellets de micélio de M. robertsii ARSEF 2575,
observando a producdo de conidios apds a exposicdo. Eles descobriram que fungos
expostos a radiacdo UV-B tiveram sua producdo de conidios diminuida de maneira
dependente do tempo. No geral, a susceptibilidade dos pellets de micélio foi
consideravelmente maior do que nos microesclerodios. Com base no numero de



conidios produzidos, o estresse térmico (45°C) teve um efeito deletério maior do que a
radiacdo UV-B em ambos os propagulos.

2.4  Tolerancia de Metarhizium a Radiacdo Ultravioleta

2.4.1. Danos causados aos fungos entomopatogénicos pela radiacao
ultravioleta

Fatores ambientais, incluindo a radia¢do ultravioleta (UV), que é um dos
componentes da radiacdo solar, podem afetar negativamente a sobrevivéncia dos fungos
entomopatogénicos. Além de inativar os conidios e outros propagulos usados como
inéculo em programas de controle bioldgico, as exposi¢des subletais a radiacdo UV
reduzem a velocidade de germinagdo dos conidios e a viruléncia, reduzindo a eficicia
dos fungos como bioinseticida (BRAGA et al., 2001a,b,c; BRAGA et al.,, 2015;
BRANCINI et al., 2022; SUTANTO et al., 2022).

O espectro UV é convencionalmente dividido em trés regides distintas: UV-A
(315-400 nm), UV-B (280-315 nm) e UV-C (100-280 nm) (SLINEY, 2007). A radiacéo
UV que atinge a superficie da Terra é composta exclusivamente de UV-A e UV-B, pois
0 ozbnio atmosférico reduz drasticamente a penetragdo de comprimentos de onda
menores que 320 nm e exclui completamente aqueles abaixo de 290 nm (CALDWELL;
FLINT, 1997). Consequentemente, o componente UV-B é normalmente inferior a 1%
da radiacdo que atinge a superficie da Terra (WILLIAMSON et al., 2014; JENKINS,
2017). Dentro do espectro UV incidente, a fragdo UV-B é mais nociva aos fungos,
incluindo entomopatdgenos como Metarhizium spp., do que a UV-A (BRAGA et al.,
2015; NASCIMENTO et al., 2010; BRAGA et al., 2001d; DIAS et al., 2018).

A natureza e a intensidade dos danos ao DNA induzidos pela radiagdo UV
dependem do comprimento de onda dos fétons incidentes (BRAGA et al., 2015;
CADET et al., 2012; KARENTZ 2015; SCHUCH; MENCK, 2010). O dano ao DNA
induzido pela radiagdo UV ocorre por uma fotorreacdo direta iniciada pela absorcao de
fétons UV-B ou UV-A ou por reacOes de fotossensibilizacdo (BRAGA et al., 2015;
CADET et al.,, 2012; 2015). A absorcdo direta de fétons UV-B pelo DNA induz
principalmente a dimerizacdo entre bases pirimidicas adjacentes e 0s dimeros
ciclobutano pirimidina (CPD) e a pirimidina (6-4)-pirimidona (6-4PPs) sdo os dois
principais fotoprodutos bipirimidicos (CHELICO; KHACHATOURIANS 2008;
NASCIMENTO et al., 2010; CADET et al., 2012). A radiacdo UV-B também induz
vias de dano oxidativo (CADET et al., 2015). Produtos de oxidacdo, como 8-0xo-7,8-di-
hidro-2’-desoxiguanosina, sao formados, porém em um baixo rendimento que é duas ou
trés ordens de grandeza menor do que CPDs ou 6-4PPs (CADET et al., 2012). Embora a
radiacdo UV-A constitua a grande maioria da radiagdo UV incidente, ela € muito menos
eficiente do que a radiacdo UV-B na inducédo de dano direto ao DNA (SCHUCH et al.,
2009; CADET et al., 2012; 2015). Assim como a UV-B, a radiagdo UV-A também
induz a formacdo de dimeros de pirimidina, porém de forma menos eficiente e por um
mecanismo diferente daquele induzido pela UV-B. No entanto, os fotoprodutos da
bipirimidina sdo os principais fotodanos no DNA responsaveis pelo efeito genotdxico
da radiacdo solar UV-A em células de mamiferos (DOUKI et al., 2003; MOURET et al.,
2006). Danos no DNA gerados por oxidacgdo séo induzidos de forma mais eficaz com
UV-A do que com UV-B (SCHUCH; MENCK, 2010; CADET et al., 2015). Os
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principais fotoprodutos de oxidacdo de DNA induzidos por UV-A em células irradiadas
séo bases purinas oxidadas, como a 8-oxo0-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua), seguidas de
quebras na fita de DNA que se formam em trés vezes menos do que as purinas oxidadas
(CADET et al., 2012). Pirimidinas oxidadas também sdo formadas, mas em niveis de
menos da metade das quebras de cadeia (CADET et al., 2015). No entanto, a
distribuicdo dos produtos de oxidacdo do DNA induzidos por UV-A depende tanto do
comprimento e onda do féton UV-A incidente quanto do tipo de célula (CADET et al.,
2012; SCHUCH et al., 2012; SCHUCH; MENCK, 2010).

2.4.2. Linha do tempo dos estudos sobre o impacto UV em Metarhizium

Estudos envolvendo os efeitos da radiacdo ultravioleta sobre fungos
entomopatogénicos do género Metarhizium spp. foram publicados pela primeira vez ha
mais de trinta anos (Anexo I) (ZIMMERMANN et al., 1982). Os primeiros estudos
foram realizados para verificar a sobrevivéncia dos isolados a medida que aumentava a
fluéncia e/ou tempo de exposi¢do. Na década de 1990, estudos com formulagfes a base
de 6leo foram realizados para estudar o papel desses adjuvantes na protecdo de
propagulos fungicos. No inicio dos anos 2000, foram iniciados estudos com o espectro
da radiacéo solar, mas foi somente a partir de 2016 que os pesquisadores comecaram a
estudar como o cultivo sob diferentes tipos de luz (ou seja, luz branca, vermelha e azul)
afetava a tolerancia aos fungos. Até o final da década de 2010, apenas conidios e
micélios haviam sido relatados nas publica¢fes. Somente a partir do ano de 2020, outros
propagulos, como blastosporos e microesclerodios, foram incluidos nos estudos, mas,
até onde sabemos, existem apenas cinco publicacBes sobre a tolerdncia desses
propagulos a radiacdo UV (BERNARDO et al, 2020; CORVAL et al., 2021; PAIXAO
et al., 2021; SANTOS et al., 2021; YOUSEF-YOUSEF et al., 2022). O nimero de
publicacdes sobre o tema vem crescendo ao longo dos anos, conforme observado na
figura abaixo (Figura 3). Apesar de todos os estudos focarem em fungos do género
Metarhizium, a maioria deles foi baseada na espécie M. anisopliae (27 artigos), seguido
por M. robertsii (20 artigos).

1 3 12 18 13
publicagdo publicagdes publicagtes publicagbes publicacdes

Figura 3: Linha do tempo das publicacGes sobre o impacto da UV em Metarhizium.

Os estudos publicados relataram que os conidios expostos a radiacédo ultravioleta
germinam menos do que os ndo expostos (ZIMMERMANN et al., 1982; MORLEY-
DAVIS et al., 1995; ALVES et al., 1998; BRAGA et al., 2001b; FALVO et al., 2016;
SHIN et al., 2017; COUCEIRO et al., 2021). Vérios autores verificaram que quanto
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maior a fluéncia de radiacdo, menor a viabilidade dos conidios expostos e maior o
atraso na germinagdo desses propagulos. Zimmermann e colaboradores (1982), por
exemplo, relataram que quanto maior o tempo de exposi¢do a radiacdo (UV-A e UV-B),
menor a viabilidade dos conidios de M. anisopliae, bem como a diminuicdo do
comprimento das hifas. Braga et al. (2001) verificaram que o atraso na germinacao foi
maior nos conidios expostos a fluéncias mais elevadas de radiagdo. O aumento nas
fluéncias de UV também diminuiu a cultivo desses propagulos (BRAGA et al.,
2001a,c).

Mais recentemente, estudos moleculares comecaram a ser realizados para
elucidar os efeitos da UV sobre os fungos do género Metarhizium spp. Por exemplo, as
peptidases desempenham um papel crucial na adaptabilidade dos fungos, mas os papéis
dessas enzimas na toleréncia aos raios UV e ao calor ainda ndo estdo claros. Li e
colaboradores (2020) mostraram que a interrupcdo do gene MaPepDA, que codifica
uma cisteina peptidase intracelular localizada no citosol, aumentou a germinagdo de
conidios, a taxa de crescimento e aumentou significativamente a tolerancia a UV-B e
estresses induzidos pelo calor em M. acridum. No entanto, a delecdo do gene néo afetou
a viruléncia e a producéo de conidios.

As proteinas G sdo moduladoras ou transdutoras em sistemas de sinalizacédo
transmembrana e atuam em diversos processos biolégicos em fungos, como
crescimento, desenvolvimento de estruturas relacionadas a infeccdo, viruléncia e
producdo de conidios. No entanto, a fungdo de uma proteina G em Metarhizium spp.
ainda nao foi demonstrada (TONG et al. 2020). O papel de MrGPAL1, uma subunidade
Gai da proteina G, foi elucidado na conidiagdo, resisténcia ao estresse e viruléncia de
M. robertsii. A delecdo de MrGPAL reduziu a capacidade de conidiacdo e a viruléncia e
diminuiu a sensibilidade dos fungos a radiacdo UV e ao estresse térmico (TONG et al.
2020). Assim, as publicagdes atuais frequentemente focam nos aspectos moleculares do
comportamento do fungo apos a exposic¢do aos raios UV, principalmente com o objetivo
de desvendar ferramentas biotecnoldgicas para melhorar o uso desses fungos como
biopesticidas e promotores de crescimento vegetal. Alguns pontos criticos que podem
contribuir para a melhoria da producdo de Metarhizium spp. sdo descritos a seguir, a
saber: fotoliases, influéncia de outras luzes na tolerdncia & UV, pigmentos flngicos,
substratos para cultivo de fungos e adjuvantes e propagulos fangicos.

2.4.3. Mecanismos de protecdo e recuperacdo dos fungos a radiacao
ultravioleta

2.4.3.1. Fotoliases

A absorcdo direta de UV-B e UV-A pelo DNA resulta na formacédo de dimeros
de bases, que podem ser tanto os dimeros de pirimidina ciclobutano, mais frequentes,
quanto os fotoprodutos de pirimidina (6-4) pirimidona, menos frequentes
(NASCIMENTO et al. 2010; CADET et al. 2012; SCHUCH et al. 2013; FUENTES-
LEON et al. 2020; NISHIMURA et al. 2021).

Em fungos, o reparo do dano ao DNA induzido pela UV ¢é feito principalmente
por meio de um ou mais desses trés mecanismos de reparo de DNA: reparo geral por
excisdo de nucleotideos, excisdo de nucleotideos especificos por UV endonucleases e
fotorreativacdo (SINHA; HADER, 2002; AHMAD et al. 2020; BRANCINI et al. 2022).
As duas primeiras ndo necessitam de luz para funcionar e sé@o classificadas como reparo
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escuro. Esta Gltima é realizada por enzimas denominadas fotoliases que utilizam
radiacédo fotorreativadora (de 320 a 500 nm) para reverter as bases danificadas de volta
ao seu estado original. A fotorreativacdo € muito mais rapida e eficiente do que o reparo
por excisdo de nucleotideos (SINHA, HADER, 2002; BANAS et al. 2020; BRANCINI
et al. 2022).

As fotoliases se ligam especificamente a CPDs ou 6-4 PPs (SINHA, HADER,
2002). Essas enzimas sdo compostas por dois cromdforos. Um deles pode ser metenil
tetraidrofolato (MTHF) ou 8-hidroxi-5-deazaflavina (8-HDF). O segundo cromdéforo é
FADH". Em uma reacdo independente de luz, o primeiro croméforo (MTHF ou 8-HDF)
absorve um féton visivel e transfere essa energia de excitagcdo para o FADH", que, por
sua vez, transfere um elétron para o dimero, induzindo sua reversao e separando 0s
nucleotideos (SANCAR, 1994; BRITT, 1995). A fotorreativacdo é um mecanismo
importante para reparar danos ao DNA induzidos por UV em Metarhizium spp. (FANG,
ST. LEGER, 2012; BRANCINI et al. 2016; BRANCINI et al. 2019; BRANCINI et al.
2021).

M. robertsii usa fotoliases para remover CPDs e 6-4 PPs que foram induzidos
por UV. Os genes (phrl e phr2) de duas fotoliases sdo frequentemente estudados por
sua acdo sobre fungos entomopatogénicos. Em M. robertsii, a supressdo desses dois
genes (individualmente ou ambos) resultou em uma diminuigdo na germinacao relativa
dos conidios em comparagdo com a cepa selvagem, apos exposicao a UV e permanéncia
no escuro por 48h, enquanto a superexpressao desses genes resultou em um aumento
significativo na germinacdo relativa de conidios apds exposicdo a UV mais 4h de
fotorreativacdo (FANG; ST. LEGER, 2012). Quando cultivados em Batata Dextrose
Agar (BDA) suplementado com riboflavina, os conidios da mesma espécie obtiveram
um aumento na expressdo do gene phr2 e altas taxas de germinagdo relativa apds
exposicdo a UV-B seguida de luz branca (WL) (PEREIRA-JUNIOR et al., 2018). Em
M. acridum, os conidios tiveram sua germinacdo relativa aumentada quando expostos a
UV-B seguida de WL, indicando fotorreativacdo (PEREIRA-JUNIOR et al., 2018).

Su e colaboradores (2020) estudaram a relagédo do gene phrl com dois genes de
M acridum relacionados ao estagio inicial da infeccdo fungica (Macwhl) e integridade
da parede celular (Macwh43) e descobriram que mutantes desses genes tiveram sua
tolerancia a UV diminuida, além de uma expressao diminuida do gene phrl nos mesmos
mutantes.

Mais recentemente, Peng e colaboradores (2021) relataram que as proteinas de
colarinho branco WC1 e WC2 regulam a expressdo de fotoliase em M. robertsii, pois
em mutantes desses genes (Awcl e Awc2), a tolerancia a UV diminuiu e a expressao de
phrl e phr2 foi deletada, provando que o papel das proteinas WC1 e WC2 esta
relacionado a interacBes com os genes phrl e phr2.

2.4.3.2. Influéncia da luz visivel na tolerancia de Metarhizium a UV

A luz é um sinal ambiental que regula o crescimento e desenvolvimento dos
fungos, facilitando a producdo de esporos, induzindo a pigmentacdo das hifas e
regulando o metabolismo (CORROCHANO; GALLAND, 2006; COCHORRANO
2007; FULLER et al. 2013). Espécies de fungos respondem a diferentes tipos de luz,
variando de ~450 nm (azul a ~700 nm (vermelho), assemelhando-se ao alcance do
espectro visivel humano (FULLER et al. 2015).



Vaérias classes de receptores azuis foram identificadas em fungos e a mais
conhecida até hoje é a de Colarinho Branco. O Complexo de Colarinho Branco é o
resultado de uma interacao entre uma proteina WC1, que € um fotorreceptor de luz azul,
e uma proteina WC2 (FULLER et al., 2016). Peng e colaboradores (2021) procuraram
elucidar o papel de WC1 e WC2 na fotoprotecdo de M. robertsii. Os genes que
codificam WC1 e WC2 foram expressos na cepa selvagem durante uma incubacéo de
sete dias em BDA em um ciclo claro/escuro de 12:12h. Em comparagdo com 0s niveis
de transcricdo em culturas cultivadas no escuro por 72h, WC1 e WC2 foram
moderadamente regulados por uma exposi¢do de 5h a luz azul (450 nm) em vez de luz
branca ap6s 67h de incubagdo no escuro. WC1 foi regulado positivamente em culturas
do tipo selvagem cultivadas por 72h sob luz azul mais do que sob luz branca, enquanto
WC?2 apresentou niveis de transcricdo mais baixos do que WC1. 1sso sugere uma maior
sensibilidade do WCL1 aos estimulos luminosos. Quando mutantes (AWC1 e AWC2)
foram testados para tolerdncia a radiacdo UV-B, os conidios foram severamente
comprometidos (PENG et al., 2021).

Com o objetivo de estudar se uma breve esposicdo a luz do micélio em
crescimento poderia induzir uma maior tolerdncia de suas col6nias a uma exposi¢édo
posterior a UV-B, Brancini e colaboradores (2016) analisaram o comportamento do
micélio do isolado de M. acridum ARSEF 324. 26h apds a inoculacdo em uma placa
com meio de cultura, as colonias foram expostas por 2h a diferentes tipos de luzes:
lampadas fluorescentes brancas, luz LED vermelha ou LED azul/Luz UV-A. Um
tratamento no escuro completo também foi preparado. Apos a exposicdo a luz, as
coldnias foram expostas a radiacdo UV-B. Colbnias de M. acridum expostas a 2h de luz
branca ou azul/UV-A apresentaram maior tolerancia a radiacdo do que coldnias
mantidas no escuro ou expostas a luz vermelha, além de crescerem mais rapidamente.
Além disso, aumentar o tempo de incubagdo no escuro reduziu o atraso na germinagéo
resultante da exposi¢do a UV-B (BRANCINI et al., 2016).

Com o objetivo de observar se a luz pode influenciar a tolerancia a radiacéo
ultravioleta em diferentes momentos do desenvolvimento flngico, Brancini e
colaboradores (2021) verificaram quanto tempo de exposicdo a luz foi necessario para
aumentar a tolerancia dos conidios de M. acridum e concluiram que 72h de exposicao a
luz antes de ficar no escuro é suficiente para induzir tolerancia neste isolado. Embora
esses trabalhos tenham nos proporcionado uma maior compreenséo do papel da luz na
tolerancia dos fungos a radiacdo ultravioleta, ndo havia informacgdes sobre como a luz
regula a expressdo génica em todo o genoma flngico. Portanto, Brancini e
colaboradores (2019) combinaram técnicas de sequenciamento de mRNA e protedmica
para estudar a expressdo génica tanto transcricional quanto pos-trascricionalmente.
AlteracGes foram observadas em 11% do genoma, mas foram relatadas alteracbes em
apenas 57 proteinas, e pelo menos 347 alteracbes no nivel do mMRNA ndo foram
traduzidas para o nivel da proteina.

O estudo de Dias e colaboradores (2019) esta de acordo com o estudo realizado
por Brancini e colaboradores (2016), pois também mostra que os micélios do isolado
ARSEF 2575 de M. robertsii cultivados sob luz azul e luz branca produziram conidios
mais tolerantes a radiacdo ultravioleta. Os conidios produzidos sob estresse nutricional
no escuro foram os mais tolerantes a radiacdo UV-B, seguidos pelos conidios
produzidos sob luz azul de menor irradiancia e pelos conidios produzidos sob luz branca
continua. Os conidios produzidos sob a maior irradidncia das luzes azul, verde e
vermelha foram menos tolerantes aos raios ultravioleta (DIAS et al., 2019).
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2.4.3.3. Pigmentos fungicos de Metarhizium spp.

Um dos principais sistemas de protecdo contra a radiacdo por fungos é a sua
pigmentacdo. A melanina € um polimero multifuncional de pigmentos escuros e pode
ser encontrada desde bactérias até mamiferos. E produzido como mecanismo de defesa
contra estresses ambientais causados por radiacdo UV, radicais livres, raios gama,
desidratacdo ou temperaturas extremas (GESSLER et al., 2014). Geralmente sdo
sintetizados durante a formacdo dos conidios para deposicdo na parede celular,
contribuindo para a resisténcia contra enzimas hidroliticas, impedindo a lise celular.
Este pigmento permite que os fungos crescam sob a influéncia de altas taxas de
radiacdo, como em regides de altas montanhas, desertos e superficies vegetais. Em
condigbes extremas, a propor¢cdo de fungos melanizados geralmente aumenta
(GESSLER et al., 2014).

Existem dois mecanismos conhecidos de producdo de melanina: a via DHN-
melanina e a L-DOPA. Na primeira via, a acetilcoenzima A ou malonil-coenzima A sdo
usados como substrato inicial pela PKS para formar tetrahidroxinaftaleno (THN),
seguido por uma série de reducdes e polimeriza¢cGes em melanina. Na via da L-DOPA, o
precursor (L-DOPA ou tirosina) é catalisado pela tirosinase ou catalase em
dopaquinona, que é convertida em diidroxiindol para polimerizagdo em melanina
(WHEELER; BELL, 1988).

H& discordancia entre autores quanto & producdo de melanina pelos fungos.
Enquanto muitos autores descrevem a producdo de melanina por varias espécies de
fungos entomopatogénicos, Chen e colaboradores (2015), por exemplo, estudaram dois
genes Pks (que estdo envolvidos na biossintese de varios policetideos, incluindo
pigmentos e micotoxinas) de uma cepa de M. robertsii e relataram que ela ndo produz
melanina. Segundo o autor, o fendtipo encontrado no mutante desse gene € marrom
avermelhado, sugerindo a existéncia de enzimas adicionais envolvidas na biossintese de
pigmentos em M. robertsii. De acordo com Chen e colaboradores (2015) o pigmento
encontrado nesta cepa ndo contribui pra sua resisténcia a radiacdo ultravioleta.

Por outro lado, Gao e colaboradores (2019) estudaram o gene da divisao celular
(Cdc14) em M. acridum e verificaram que a cor da suspensdao fangica em mutantes
desse gene (AMaCdc14) era mais escura que a cor da suspensdo fingica dos grupos sem
delecéo desse gene. Os autores relataram que a quantidade de melanina nos mutantes foi
quase o dobro da encontrada em conidios em inativacdo do gene. Os niveis de
transcrigdo de genes relacionados a DHN-melanina e DOPA-melanina foram avaliados
e os resultados mostraram que alguns desses genes foram regulados positivamente em
AMaCdc14, sugerindo que eles estdo regulando a producédo de melanina em M. acridum
(GAO et al., 2019).

Uma importante evidéncia da pigmentacdo dos conidios para a tolerancia a
radiacdo ultravioleta foi descrita por Braga e colaboradores (2006) e Rangel e
colaboradores (2006a). Os dois autores usaram a cepa selvagem de M. anisopliae
ARSEF 23 e seu mutante colorido. Todos os mutantes coloridos foram menos tolerantes
do que a cepa do tipo selvagem. Braga e colaboradores (2006) relataram que oS
mutantes albinos eram os menos tolerantes de todos os mutantes. Essa diferenca de
tolerdncia pode indicar algum bloqueio nas vias de sintese de melanina.

Nascimento e colaboradores (2010) também estudaram os efeitos da radiacao
ultravioleta na linhagem selvagem de ARSEF 23 e seus mutantes albinos e descobriram
que as frequéncias de CPD no DNA do mutante albino eram 10 vezes maiores do que
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nos conidios verdes do tipo selvagem, sugerindo que a pigmentacédo protege o DNA dos
conidios dos danos causados pela radiacdo ultravioleta.

2.4.3.4. Substratos para cultivo de fungos e adjuvantes

Alguns mecanismos podem estar envolvidos na tolerancia de Metarhizium spp. a
radiacdo ultravioleta, incluindo a composicdo do substrato utilizado durante o
crescimento fungico. Conidios de M. robertsii ARSEF 23 e ARSEF 2575 apresentam
maior culturabilidade relativa quando cultivados em meio rico de BDA mais extrato de
levedura (BDAL), quando comparados a conidios crescidos em insetos como
Zhophobas morio e Galleria mellonella (RANGEL et al., 2004). O isolado de M.
acridum ARSEF 324 produzido em meio BDAL obteve a mesma tolerancia a radiacéo
ultravioleta que os conidios crescidos em cadaveres de Melanoplus sanguinepes,
demonstrando maior estabilidade, pois seu habitat natural possui clima rigoroso e
alguns de seus hospedeiros podem desenvolver febre comportamental, que aumenta a
temperatura interna do corpo (THOMAS; JENKINS, 1997; RANGEL et al., 2005). O
isolado ARSEF 2575, quando produzido sob estresse nutricional, apresenta tolerancia a
radiacdo ultravioleta pelo menos duas vezes maior que os conidios produzidos em meio
BDAL, além de produzir maiores quantidades de trealose e manitol, dois carboidratos
gue protegem o fungo contra estresses (RANGEL et al., 2006; RANGEL et al., 2008).

Outro estudo foi realizado para verificar os efeitos da suplementagédo nutricional
com riboflavina (Rb) durante a produgdo de duas espécies, M. acridum ARSEF 324 e
M. robertsii ARSEF 2575 na tolerancia dos conidios a radiacdo UV-B e na expressdo de
enzimas na fotorreativacdo por conidios (PEREIRA-JUNIOR et al., 2018). A expressdo
de enzimas fotorreativadoras também foi aumentada em ambas as espécies de
Metarhizium spp., em conidios cultivados em BDA + Rb. Este estudo comprovou que a
riboflavina é responsavel pelo aumento da tolerancia dos conidios a radiacdo UV-B,
bem como pelo aumento da expressdo dos genes fotorreativadores de fotoliase, lacase e
policetideo sintase (Phr, Lac e Pks, respectivamente). Em concordancia com este
estudo, Huarte-Bonnet e colaboradores (2020) avaliaram o efeito da riboflavina em
meio de cultura de conidios de M. acridum e M. robertsii na tolerancia a UV-A. A
germinacdo de conidios produzidos em meio BDA suplementado com riboflavina e
expostos a radiacdo solar UV-A e a radiacédo visivel foi significativamente maior para
ambos os isolados. Quando estes foram cultivados em meio suplementado com
riboflavina, induziram diferentes padrdes de genes envolvidos no reparo e fotoprotecao
do DNA, incluindo fotoliases, lacases e policetideos sintase.

Estudos também foram realizados para verificar se protetores solares
adicionados a suspensdo fungica seriam capazes de proteger esses fungos contra a
radiacdo ultravioleta. Hedimbi e colaboradores (2008) estudaram a influéncia de dois
protetores solares comerciais, além do azeite de oliva, na capacidade dos conidios de
germinar e formar colonias. Em relacdo a adicdo de azeite, os conidios germinaram
mais quando formulados em 6leo. Quando protetores solares foram adicionados, a taxa
de germinacdo aumentou ainda mais. A formulagdo contendo conidios, azeite de oliva e
protetores solares foi mais eficaz na protecdo desses propagulos. A adicdo de protetores,
tanto azeite de oliva quanto protetores solares comerciais, aumentou a capacidade dos
conidios de germinar e formar col6nias, provando que a eficacia de uma formulagédo
aumenta com a incorporacdo de um protetor solar. Outro estudo relacionado a esse
assunto foi o de Loong e colaboradores (2013) que formularam conidios em po
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molhavel usando fibra de trigo como agente umectante, enquanto goma arabica e caulim
foram usados como dispersante e diluente, respectivamente. Em relagdo a exposicdo a
radiacdo UV-B, a germinacdo dos conidios ndo foi afetada em 1 hora e mesmo apds 12
horas de exposicdo, a taxa de germinacdo dos conidios formulados foi superior a 80%.
Este mesmo resultado pode ser observado quando os conidios foram expostos a luz
solar (LOONG et al., 2013).

Um estudo recente mostrou a diferenca na tolerancia a radiacdo UV-B de dez
isolados de Metarhizium spp. quando suspensos em agua ou formulados em Gleo
mineral & 10%, e os efeitos da radiacdo UV-B no cultivo de conidios misturados em trés
diferentes tipos de solo (CORVAL et al.,, 2021). Os conidios de vérios isolados
apresentaram a mesma tolerancia, tanto em suspensfes aquosas quanto em emulsbes
oleosas. O que foi observado neste trabalho é que nem sempre as formulacdes oleosas
protegeram 0s conidios de Metarhizium spp. contra os raios UV-B. Também neste
estudo, trés tipos de solo (solo de plantio comercial, argiloso nativo e arenoso nativo)
foram misturados com os conidios e essas misturas de solo-fungo foram expostas a
radiacdo UV-B para verificar se 0 solo forneceu ou ndo algum tipo de protecdo a este
propagulo fangico. Em geral, amostras dos solos expostos a UV-B apresentaram
numeros semelhantes de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) quando comparados
as amostras de solos ndo expostos, sugerindo que os solos testados forneceram protecéo
fisica para Metarhizium spp. analisados (CORVAL et al., 2021).
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CAPITULO |

CARACTERIZACAO DO ISOLADO LCM S10 DE Metarhizium sp.,
AVALIACAO DA GERMINACAO RELATIVA E VIABILIDADE DE
DIFERENTES PROPAGULOS E VIRULENCIA PARA FEMEAS
INGURGITADAS DE Rhipicephalus microplus

23



RESUMO

Metarhizium spp. € um dos fungos mais utilizados no controle bioldgico de
artropodes. A sua acdo nos hospedeiros depende de varios fatores, dentre eles a
tolerancia a estresses ambientais como a radiacao ultravioleta. Neste aspecto, o presente
trabalho objetivou caracterizar molecularmente um isolado nativo de Metarhizium sp.,
além de verificar a tolerancia a UV-B de conidios, blastosporos e microesclerodios do
mesmo isolado. Por fim, o presente estudo objetivou também avaliar o efeito da luz
UV-B na viruléncia de blastosporos para fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus. A caracterizagdo molecular do isolado de Metarhizium sp. foi realizada a
partir do sequenciamento dos genes EF-la e RPBI. O isolado analisado possui
similaridades com M. pingshaense, de acordo com as andlises filogenéticas. Os
propagulos (conidios, blastosporos e microesclerddios) do isolado LCM S10 de M.
pingshaense foram expostos a radiacdo UV-B por aproximadamente 1 hora, recebendo
uma fluéncia total de 4,0 kJ/m?. Todos os propagulos demonstraram alta tolerancia a
radiacdo UV-B. Para verificar a viruléncia de blastosporos do isolado LCM S10 de M.
pingshaense contra fémeas ingurgitadas de R. microplus, as fémeas foram tratadas com
uma suspensdo na concentragio de 1 x 108 blastosporos/mL™ e logo apds foram
expostas a radiagdo UV-B. Elas receberam uma fluéncia diaria de 4,0 kJ/m? e foram
expostas por trés dias consecutivos, aproximadamente por 1 hora a cada dia. A anélise
dos parametros biolégicos mostrou que ndo houve diferenca estatistica entre o controle
e o0 grupo tratado. Em relacdo a mortalidade das fémeas, houve diferenca estatistica e as
fémeas tratadas com blastosporos e expostas a radiacdo sobreviveram, em média, 18,5
dias, enquanto as fémeas tratadas com blastosporos e ndo expostas a radiacdo
sobreviveram, em média 12 dias. As fémeas do grupo controle sobreviveram 23 dias,
em média. Os dados de tolerdncia e viruléncia de um isolado nativo revelam
informagOes importantes e nos permitem identificar isolados promissores para 0
controle bioldgico.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos; controle bioldgico; radiacdo ultravioleta
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ABSTRACT

Metarhizium spp. is one of the most used fungi in the biological control of
arthropods. Its action on hosts depends on several factors, including tolerance,
environmental stress such as ultraviolet radiation. In this aspect, this study aimed to
molecularly characterize a native isolate of Metarhizium sp., in addition to verifying the
UV-B tolerance of conidia, blastospores and microsclerotia from the same isolate.
Finally, this study also aimed to evaluate the effect of UV-B light on blastospore
virulence for engorged females of Rhipicephalus microplus. The molecular
characterization of Metarhizium sp. was performed from the sequencing of EF-1a and
RPB1 genes. The analyzed isolate has similarities with M. pingshaense, according to
phylogenetic analyses. The propagules (conidia, blastospores and microsclerotia) of M.
pingshaense LCM S10 isolate were exposed to UV-B radiation for approximately 1
hour, receiving a total fluency of 4.0 kJ/m2. All propagules demonstrated high tolerance
to UV-B radiation. To verify the virulence of blastospores of M. pingshaense LCM S10
isolate against engorged females of R. microplus, the females were treated with a
suspension at a concentration of 1 x 108 blastospores/mL™ and then exposed to UV-B
radiation. They received a daily fluency of 4.0 kJ/m? and were exposed for three
consecutive days, approximately for 1 hour each day. The analysis of the biological
parameters showed that there was no statistical difference between the control and the
treated group. Regarding female survival, there was a statistical difference and females
treated with blastospores and exposed to radiation survived, on average, 18.5 days,
while females treated with blastospores and not exposed to radiation survived, on
average, 12 days. Females in the control group survived 23 days on average. The
tolerance and virulence data of a native isolate reveal important information and allow
us to identify promising isolates for biological control.

Key words: entomopathognic fungi; biological control; ultraviolet radiation

25



1 INTRODUCAO

Fungos entomopatogénicos do complexo M. anisopliae tém sido bastante
estudados no controle de pragas, ja que estes atacam mais de duzentas espécies de
insetos, e sdo muito utilizados como biocontroladores, ficando atrds somente de
Beauveria spp. (ROBERTS; ST. LEGER, 2004; TUPE et al., 2017). Por mais de 25
anos, bioinseticidas que possuem Metarhizium spp. em sua composi¢do tém sido
utilizados em todo o mundo (ZIMMERMANN, 2007). O género Metarhizium é
frequentemente isolado do solo, e as espécies do complexo M. anisopliae estdo
presentes em todos 0s continentes, com exce¢do da Antarctica.

O numero de produtos a base de fungos entomopatogénicos destinado ao
controle biolégico tem aumentado em todo o mundo. Porém, no mercado brasileiro, sdo
poucos os isolados disponiveis. Os micoinseticidas e micoacaricidas a base de fungos
compreendem quase 50% dos produtos microbianos registrados no pais e o fungo M.
anisopliae s.str. representa 0 maior programa de controle microbiano usando um
micoinseticida em todo o mundo (MASCARIN et al., 2019). Varios isolados de
Metarhizium spp. ja& demonstraram que possuem alta viruléncia contra carrapatos em
testes in vitro (BITTENCOURT et al., 1994; BAHIENSE et al., 2007; CAMARGO et
al., 2016; MARCIANO et al., 2020). Isto reforca a importancia da identificagdo de
novos isolados potencialmente virulentos.

O sucesso do controle bioldgico de pragas depende de varios fatores, dentre eles
0 mecanismo pelo qual o fungo entomopatogénico se comporta frente a estresses
variados. Um desses estresses ambientais é a incidéncia de raios UV na superficie
terrestre, impactando a sobrevivéncia destes microrganismos no solo (RANGEL et al.,
2006; JENKINS, 2009; NASCIMENTO et al., 2010). O espectro UV € dividido em trés
regides diferentes: UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) e UV-C (100-280 nm)
(SLINEY, 2007). Destes trés comprimentos de onda, somente UV-A e UV-B chegam a
superficie terrestre e a fracdo UV-B é a mais danosa para 0s organismos, mesmo sendo
menos que 1% da radiacdo que chega até nds (WILLIAMSON et al., 2014; JENKINS,
2017). A radiacdo ultravioleta pode causar danos irreversiveis aos fungos
entomopatogénicos, induzindo a dimerizacdo entre bases pirimidicas adjacentes
(CHELICO; KHACHATOURIANS, 2008; CADET et al., 2012) e vias de danos
oxidativos (CADET et al., 2015). Além de inativar os conidios e outros propagulos
usados como indculo em programas de controle bioldgico, as exposi¢bes subletais a
radiacdo UV reduzem a velocidade de germinacdo dos conidios e a viruléncia,
reduzindo a eficacia dos fungos como bioinseticida (BRAGA et al., 2001a,b,c; BRAGA
et al., 2015; BRANCINI et al., 2022; SUTANTO et al., 2022).

Por isso, 0 presente trabalho objetivou caracterizar um novo isolado nativo de
Metarhizium sp., além de verificar a tolerdncia @ UV-B de conidios, blastosporos e
microesclerddios deste isolado. Por fim, o efeito da UV-B na viruléncia de blastosporos
para fémeas ingurgitadas de R. microplus foi avaliado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Isolado Utilizado e Local de Realizacdo dos Experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle Microbiano de
Artropodes de Importancia Médico Veterinaria (LCM), localizado na Estagdo
Experimental para Pesquisas Parasitologicas Wilhemn Otto Daniel Neitz (EPPWON) no
Departamento de Parasitologia Animal (DPA), do Instituto de Veterindria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no Municipio de
Seropédica, Estado do Rio de Janeiro. O isolado utilizado de Metarhizium sp. foi obtido
a partir de 234 amostras de solo (autorizacdo SISBIO #51948-2) coletadas no Estado do
Rio de Janeiro, no periodo de margo de 2015 a abril de 2016. O isolado foi mantido sob
condigdes controladas de temperatura e umidade (cultivado em meio Batata-Dextrose-
Agar, temperatura de 25 + 1 °C e umidade relativa >80% de durante 14 dias). Apos esse
periodo, as placas de Petri contendo os isolados foram armazenadas a 4°C.

Figura 1: Isolado de Metarhizium sp.
cultivado em meio de cultura Batata
Dextrose, utilizado nos experimentos.

2.2. ldentificagdo Molecular do Isolado LCM S10
2.2.1. Extragdo de DNA

O isolado foi cultivado em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) em
placas de Petri (polipropileno 90 x 15 mm) e mantido em cmara climatizada regulada a
25° £1°C UR 80% por 14 dias. Apds o cultivo, os conidios foram removidos do meio de
cultura com auxilio de laminas de bisturi estéreis, congelados com nitrogénio liquido e
macerados em cadinho de porcelana e pistilo. O DNA foi extraido com DNeasy® Plant
Mini Kit (Qiagen) seguindo as recomendagdes do fabricante. Posteriormente, 0 DNA
extraido foi quantificado em um espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo
Scientific) e ajustado para a concentracédo de 15ng/uL.

2.2.2. Amplificacdo do DNA por PCR
Os genes utilizados para a identificacdo foram: EF1-a (fator de elongagao 1-alfa)
e RPB1. Os primers utilizados foram desenvolvidos pela Invitrogen (Tabela 1), e
ressuspendidos para a concentracao final de 100puM. As reacdes para amplificacdo
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foram executadas em termociclador de modelo Eppendorf Mastercycler® pro S, com
volume final de 25 pL. As reacdes do gene EF1-a continham: 2,5uL de tampédo 10x%,
MgClz (1,5mM), dNTP (0,4mM), 0,4 uM cada primer, 2 U de Platinum Taq DNA
polymerase (Invitrogen), 15ng de DNA e &gua ultrapura (Invitrogen) para completar o
volume final da reacdo. As reacdes do gene RPB1 continham: 2,5uL de tampédo 10x%,
MgClz (2,5mM), dNTP (0,4mM), 0,5 puM cada primer, 1 U de Platinum Tag DNA
polymerase (Invitrogen), 15ng de DNA e agua ultrapura (Invitrogen) para completar o
volume final da reacéo.

Tabela 1: Primers utilizados nas reag0es de amplificagéo dos genes EF-1a e RPB1

Genes  Primer Sequéncia (5’ para 3’) Tamanhodo  Referéncias
fragmento
(pb)
EFl-a EFIT ATGGGTAAGGARGACAAGAC 20 Bischoff et
EF2T GGARGTACCAGTSATCATGTT 21 al. 2006
RPB1 RPB1F GARTGYCCDGGDCAYTTY 18 Bischoff et
RPBIR CCNGCDATNTCRTTRTCCA 19 al. 2006

A reacdo de PCR para o gene EFl-o foi realizada com uso de Touchdown
segundo ciclo composto por: desnaturacdo a 94°C por cinco minutos, seguido de dez
ciclos com amplificagfes em trés partes (45s a 94°C para desnaturagdo, 45s & 66°C para
anelamento reduzindo 1°C a cada ciclo e 1:30 min a 72°C para extensdo) e 36 ciclos
adicionais com a amplificagdo em trés partes com a temperatura de anelamento de 56°C
e por fim um ciclo de 72°C por 10 minutos.

A reacdo de PCR para o gene RPB1 foi realizada com uso de Touchdown
segundo ciclo composto por: desnaturagdo a 94°C por trés minutos, seguido de dez
ciclos com amplificagbes em trés partes (1 min. a 94°C para desnaturacdo, 1 min. a
60°C para anelamento reduzindo 0,5°C a cada ciclo e 1 min. a 72°C para extensdo) e 30
ciclos adicionais com a amplificacdo em trés partes com a temperatura de anelamento
de 55°C e por fim um ciclo de 72°C por 1 minuto.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese a 75V por 60 minutos em
gel de agarose 1,5% usando tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA) 1x e marcador de peso
molecular de 100 pb DNA ladder (Invitrogen). Foram utilizados 10uL de produto de
PCR com 1,5 pL de tampédo de amostra 6x. Os géis foram corados com Brometo de
Etideo, visualizado por luz UV e revelado pelo fotodocumentador L. Pix Touch®
(Loccus Biotecnologia).

2.2.3. Purificagao dos produtos de PCR

Os produtos amplificados foram excisados do gel de acordo com o peso
molecular das bandas e purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega), de acordo com informacdes fornecidas pelo fabricante. Apos
purificacdo, as amostras foram quantificadas através de um gel de agarose a 2% usando
tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA) 1x e marcador de massa Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen). O gel foi submetido a eletroforese a 75 V por 60 minutos, corado com
brometo de etideo, visualizado por luz UV e revelado pelo fotodocumentador L. Pix

Touch® (Loccus Biotecnologia).
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2.2.4. Sequenciamento dos genes EF-1a e RPB1

As amostras purificadas foram enviadas ao setor de sequenciamento do Centro
de Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo (USP), Sdo Paulo, de
acordo com as recomendacBes disponibilizadas no endereco eletrdnico
http://genoma.ib.usp.br/?pageid=979. Os sequenciamentos foram realizados no aparelho
ABI 3730 DNA Analyzer (Life Technologies — Applied Biosystems) utilizando
BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Os primers utilizados foram os
mesmos utilizados na reacdo de PCR. Os cromatogramas foram editados pelo DNA
Baser Assembler v5. (DNA Sequence Assembler, Heracle BioSoft). Sequéncias
consenso do gene EFl-a e RPB1 foram selecionadas de diferentes espécies de
Metarhizium do banco de dados GenBank (2018). Para os genes EFl-a ¢ RPBI1 as
sequéncias consenso foram computadas e inspecionadas visualmente utilizando o pacote
de software Stande (STADEN et al., 1998). Para a arvore filogenética, as sequéncias
obtidas foram preliminarmente comparadas com sequéncias similares, depositadas no
GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. Posteriormente, foram alinhadas e editadas
no MEGA v.7 (KUMAR et al., 2016). A arvore filogenética foi gerada no cipres
(http://www.phylo.org/portal2/logintinput.action) seguindo o0s modelos pra cada
marcador. TEF Likelihood do modelo de melhor ajuste selecionado pela AIC no
MrModeltest 2.3; RPB2 Likelihood do modelo de melhor ajuste pela AIC no
MrModeltest 2.3.

2.3. Exposicéo a Irradiacdo UV-B

Os experimentos foram conduzidos em camara de crescimento e a radiacdo UV
foi fornecida por duas lampadas fluorescentes TL 20W/12 RS (Filipinas, Eindhoven,
Holanda). As placas contendo conidios, blastosporos ou microesclerodios foram
colocadas na camara de radiacdo UV cobertas com uma membrana de diacetato de
celulose de 0,13 mm de espessura que bloqueia a radiacdo com comprimentos de onda
inferiores a 290 nm e foram imediatamente expostas a radiagdo UV-B por
aproximadamente uma hora (4,0 kJ m?. O espectro de agdo de dano ao DNA
(dimerizacdo de pirimidinas) desenvolvido por Quaite e colaboradores (1992) e
normalizado para a unidade a 300 nm foi utilizado para calcular as irradiancias UV
(BRAGA et al., 2001) (Figura 2). As placas do grupo controle foram colocadas na
camara de UV e cobertas com folha de papel aluminio para bloquear qualquer radiacéo
ultravioleta, e mantidas a 25 + 1°C.
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Figura 2: Espectro de irradiancia das lampadas da cdmara de irradiacdo UV-B
filtradas com diacetato de celulose. As lampadas forneceram 967,01 mW m= de
radiacdo UV-B com base na irradiancia ponderada por Quaite (QUAITE et al.,
1992).

2.4. Avaliacdo in vitro da Germinacdo Relativa de Conidios de Metarhizium sp.
Apbs Acado da Irradiacdo UV-B

O isolado foi cultivado em meio batata dextrose Agar (Kasvi) suplementado com
0.1g L™ de extrato de levedura (BDAL) (0,01% [p/v]) em placas de Petri (polipropileno,
90 x 15 mm, Kasvi) a 25 + 1°C e umidade relativa >80% por 14 dias, em camaras
climatizadas com sistema de fotoperiodo (12h de luz/12h de escuro). Placas contendo os
conidios foram expostas a radiacdo UV-B, conforme descrito no item 2.3. Os conidios
foram raspados das placas de cultivo e a concentracdo da suspensdo foi ajustada para 1
x 10° conidios mL™, utilizando cAmara de Neubauer para a estimativa da concentragao.
Uma aliquota de 20 uL da suspensdo aquosa foi inoculada sobre 4 mL de meio BDAL
acrescido de 0,002% (p/v) de benomyl com 25% de ingrediente ativo (Hi-Yield
Chemical Company, Bonham, TX) (BRAGA et al., 2001a,b) em placas de Petri (35 x
10 mm, Kasvi). A baixa concentra¢do de benomyl impede o crescimento exacerbado do
tubo germinativo sem afetar negativamente o processo de germinacgéo, possibilitando a
contagem dos conidios germinados e ndo germinados. A germinacdo relativa dos
conidios foi observada apds 24h utilizando microscopio optico com aumento de 400 x
apos coloracdo com azul de metil ((GR = (TC/CG) x 100, onde TC representa o nimero
de conidios germinados em placa exposta a UV-B, e CG representa a quantidade de
conidios germinados em placa ndo exposta) (BRAGA et al., 2001a).

2.5. Avaliacdo in vitro da Viabilidade de Blastosporos de Metarhizium sp. Apds
Acéo da Irradiacédo UV-B

Para producdo de blastosporos, conidios de Metarhizium sp. foram cultivados
em meio Batata BDAL e uma suspensdo conidial foi preparada para fornecer uma
concentragdo inicial de 1 x 10% conidios mI™. Foram utilizados 50 mL de meio liquido
batata dextrose, suplementado com 0,1g L de extrato de levedura para cada frasco de
tipo Erlenmeyer. Trés mililitros da suspensao conidial foram inoculados nos respectivos
frascos, que foram tampados com algoddo hidrofébico e colocados em agitador orbital
(TE-424, Tecnal®) a 200 rpm por 72 horas, em temperatura de 25°C. Apls o
crescimento do fungo, o meio foi filtrado em funil com auxilio de gaze para remocao do
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micélio produzido durante o cultivo e colocado em tubos conicos de 50 mL. O meio
contendo os blastosporos passou por dois ciclos de centrifugacdo a 34109 por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 10 mL de
agua com Tween® 80 a 0,01%, seguido de homogeneizacdo em vortex. Este
procedimento foi repetido duas vezes. As suspensfes foram colocadas em placas de
Petri e expostas a radiacdo UV segundo o item 2.3. Apds irradiacdo, as suspensdes
foram ajustadas para a concentracio de 1 x 10% blastosporos mL™?. Vinte puL da
suspensdo foram inoculados em placas de Petri com BDAL e espalhadas com auxilio da
alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 25°C em camaras climatizadas com
sistema de fotoperiodo (12h de luz/12h de escuro). O aparecimento e contagem das
col6nias fangicas de Metarhizium sp. foram verificados apés 72h.

2.6. Avaliacédo in vitro da Viabilidade de Microesclerddios de Metarhizium sp. Apds
Acéo da Irradiagdo UV-B

Os microesclerdodios (ME) foram produzidos segundo Mascarin e colaboradores
(2014). Placas contendo os ME foram expostas a radiacdo UV-B, segundo o item 2.3.
Os microesclerddios foram retirados das placas e colocados em tubos conicos de 15 mL,
que foram centrifugados a 3410g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em agua mais Tween® 80 a 0,01%. Este procedimento foi repetido
duas vezes. Uma aliquota de 50 pL da suspenséo final de ME foi colocada sobre uma
lamina e coberta com laminula de vidro para quantificagdo dos ME em microscépio
optico. Foi inoculado o equivalente a 30 ME por placa contendo meio de cultura batata
dextrose agar, com auxilio da alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 25°C em
camaras climatizadas com sistema de fotoperiodo (12h de luz/12h de escuro). O
aparecimento e contagem das col6nias flngicas de Metarhizium sp. foram verificados
apos 24h. Granulos de ME foram considerados germinados quando havia o
desenvolvimento de hifas ao redor do granulo de ME.

2.7. Bioensaio Com Fémeas Ingurgitadas de R. microplus Tratadas Com
Blastosporos de Metarhizium sp.

Os blastosporos foram produzidos segundo o item 2.5. Foram separados 4
grupos: Controle (fémeas tratadas com agua mais Tween® 80 a 0,01%), Controle UV
(fémeas tratadas com agua mais Tween® 80 a 0,01% e expostas a UV-B), S10 CTR
(fémeas tratadas com blastosporos de Metarhizium sp., sem exposicdo a UV-B) e S10
UV (fémeas tratadas com blastosporos de Metarhizium sp. e expostas a UV-B) com 10
fémeas ingurgitadas em cada. As fémeas foram coletadas do piso das baias de animais
infestados artificialmente e mantidos estabulados (projeto aprovado pelo Comité de
Etica da UFRRJ (CEUA) sob 0 n° 9714220419). Ap6s a coleta, as fémeas ingurgitadas
foram lavadas em &gua corrente e imersas por trés minutos em solucao de hipoclorito de
sodio a 0,05% para a higienizacdo da cuticula, sendo posteriormente secas, identificadas
e pesadas, sendo distribuidas de forma homogénea entre os grupos. As fémeas foram
coladas pelo dorso com fita adesiva em placas de Petri de vidro do seu grupo respectivo.
Cada fémea foi tratada com 20 pL de uma suspensdo na concentragdo de 1 x 108
blastosporos mL™. Os grupos controle foram tratados com 20 pL de agua acrescida de
Tween® 80 a 0,01%. Para os grupos que foram expostos a radiacdo, as placas de Petri
contendo as fémeas ja tratadas com blastosporos foram expostas a radiacdo UV-B,
segundo o item 2.3., por trés dias consecutivos, durante aproximadamente uma hora por
dia, recebendo uma fluéncia diaria de 4,0 kJ m?. Ap6s a exposicdo, as placas com as
fémeas permaneceram em camara climatizada sob temperatura de 27 = 1 °C e UR >
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80%. Para avaliar o efeito das suspens@es e comparar a eficacia, foram analisados os
seguintes parametros bioldgicos de cada fémea: 1) Peso Inicial das fémeas, 2) Peso total
da massa de ovos, 3) indice de producdo de ovos, 4) indice nutricional, 5) percentual de
eclosdo das larvas e 6) percentual de controle. Cada fémea tratada teve sua postura
coletada, pesada e armazenada individualmente. Os ovos foram acondicionados em
frascos de vidro, vedados com algodao hidréfilo e mantidos em camara climatizada a
temperatura de 27 £ 1 °C e UR > 80%, para posterior avaliagdo do percentual de
eclosdo das larvas. As fémeas foram observadas diariamente por um periodo de 30 dias
para verificacdo da mortalidade. As fémeas foram submetidas a estimulos nas patas a
fim de verificar movimentos das mesmas. A fémea foi considerada morta quando
recebia estimulos e ndo demonstrava nenhum movimento.

2.8. Avaliacdo in vitro da Viabilidade de Blastosporos Apés Trés Dias de
Irradiagdo Consecutivos (Fluéncia Diaria De 4,0 kJ m?)

Blastosporos foram produzidos segundo o item 2.5. As suspensdes foram
ajustadas para a concentragdo de 1 x 10* mL™. Para exposicdo dos blastosporos a
irradiacdo UV-B, 50 pL da suspensédo aquosa foram inoculados em placas de Petri com
BDAL e espalhadas com auxilio da alca de Drigalski. Imediatamente apds a inoculacao,
foram expostas a irradiacdo UV-B, conforme descrito no item 2.3. A exposicdo a
radiacdo foi realizada por trés dias consecutivos e as placas com blastosporos receberam
uma fluéncia diaria de 4,0 kJ m?. As placas foram incubadas a 25°C em camaras
climatizadas com sistema de fotoperiodo (12h de luz/12h de escuro). O aparecimento e
contagem das col6nias fungicas de Metarhizium sp. foram verificados apds 48h.

2.9. Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da
distribuicdo da normalidade. Para dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Tukey. Para dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste
de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn. Para analise da mortalidade das fémeas
de R. microplus foi utilizado o teste de Logrank. Os dados foram analisados utilizando o
programa GraphPad Prism, v.7.00, Inc. (GraphPad Software, EUA).
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3. RESULTADOS

3.1. Analise Filogenética

O alinhamento das sequéncias e as subsequentes analises filogenéticas do
isolado LCM S10 foram realizados com diferentes espécies de Metarhizium com
sequéncias depositadas no Genbank. As analises revelaram que o isolado LCM S10 se
agrupou com espécies de M. pingshaense (Figura 3).

1 I— Mesarhizium globosum ARSEF 2596
|— Metarhiziun acridun ARSEF T486

Metarhizium lepidiorae ARSEF 7488
n Metarhiziam frigidian ARSEF 4124
Merariizinm anisoplioe ARSEF 7487
0,99
1 e M{lahizitamt arisopliae CG 1233
1
Metarhizion antsopliae CG 814
Metarhiziion pinghaense CBS 257.90
0,57
— . 1 Metarhizinm pinghaense ARSEF 3210
0,73
Merarhizium pinghaense ARSEF 7929
0,99 -
Metarhisfun pinghaense ARSEF 434
0,56 0,56 Metarhisium pinghaense LCM S10
Metarhizium robertsii ARSEF 2575
0,68
Merarhizium robertsii ARSEF 6472
0,55
Metarkizium hruanewm ARSEF 2107
{
Metarhiziom brimnem CBS 316.51
Merarhizium guizhouense CBS 238.%)
—l[
Merarhiztum majus ARSEF 1914
0.04

Figura 3: Arvore filogenética construida pelo método Neighbour-joining baseada nas
sequéncias dos genes EF1-a. ¢ RPB1 mostrando a posi¢do do isolado LCM S10 de
Metarhizium pingshaense em relacdo a outras espécies depositadas no banco de dados
do NCBI. Foi utilizado o modelo de substituicdo Junker Cantor. Os valores de bootstrap
foram inferidos a partir de 500 réplicas e sdo indicados nos nds da arvore quando >50%.
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3.2. Efeito da Radiacdo UV-B Sobre a Germinacdo Relativa de Conidios e
Viabilidade de Blastosporos e Microesclerddios de M. pingshaense:

Os efeitos da radiacdo sobre a germinacdo relativa dos conidios, bem como da
viabilidade de blastosporos e microesclerédios do isolado LCM S10 de M. pingshaense
ap6s exposicio a UV-B (fluéncia total de 4,0 kJ/m?) sdo mostrados abaixo (Figura 4).
Os dados foram comparados estatisticamente entre si. Todos os trés propagulos
mostraram alta tolerancia a radiagdo UV-B, porém, blastosporos e microesclerodios
foram mais tolerantes que conidios, atingindo 100% de viabilidade relativa.
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Figura 4: Média e erro padrdo da Germinagdo Relativa de conidios (A), Viabilidade de
Blastosporos (B) e Viabilidade de Microesclerodios (C) de Metarhizium pingshaense ap6s
exposicdo a radiagdo UV-B (4,0 kJ/m?).

Quando blastosporos foram expostos por trés dias consecutivos a UV-B,
recebendo uma fluéncia diaria de 4,0 kJ/m?, a viabilidade diminuiu cerca de 43% (Figura 5).
Foi utilizado o periodo de trés dias de exposicdo porque este € o tempo médio em que o
propagulo leva para penetrar na cuticula do carrapato.
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Figura 5: Média e erro padrdo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) de blastosporos de Metarhizium pingshaense 48h apos
exposicao a UV-B por trés dias consecutivos (fluéncia de 4,0 kJ/m?
diaria).
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3.3. Avaliacdo Da Mortalidade e Parametros Bioldgicos De Fémeas De R. microplus
Tratadas Com Blastosporos de M. pingshaense e Expostos a Radiacdo UV-B Por
Trés Dias Consecutivos:

Dos quatro grupos avaliados, o grupo LCM S10 ndo exposto a UV-B (S10
CTR) apresentou reducéo significativa de todos os parametros observados, com relacédo
ao grupo controle (Tabela 2). Este mesmo grupo apresentou 0 maior percentual de
controle, 45%.

Tabela 2: Valor médio e desvio padrdo do Peso Inicial das Fémeas (P.l.F.), Percentual de Eclosao (%),
indice de Producéo de Ovos (I.P.0.), indice Nutricional (I.N.) e Percentual de Controle (% Controle) de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas com suspensio de 1 x 108 blastosporos/mL™ do
isolado LCM S10 de Metarhizium pingshaense.

%

Grupo P.I.LF. (9) P.E.(%) I.P.O. IN. Controle

CTR 0,2778 +0,0067 a 96 a 51,83+4,19a 64 +52a

CTRUV 027754000662  95a 47’7361 ;—“4’29 60’0521 ;“4,96

S10CTR 0,2783 +0,0064 a 8lb 33,42+2,43b 4447+286b 4541

SI0UV  02771+00065a  89b 48’35:’3;3’36 59’8‘;§3’35 13,73

CTR (Grupo controle — néo tratado e ndo exposto a UV-B); CTR UV (Grupo controle UV — ndo tratado e
exposto & UV-B); S10 CTR (Grupo tratado com blastosporos de M. pingshaense e ndo exposto a UV-B);
S10 UV (Grupo tratado com blastosporos de M pingshaense e exposto a UV-B).

Com relacdo a mortalidade das fémeas de R. microplus, pode-se verificar uma
diferenca significativa entre os grupos tratados com o isolado LCM S10 de M.
pingshaense (exposto ou ndo exposto & UV-B) em relagcdo ao grupo controle. As fémeas
do grupo tratado com blastosporos fungicos ndao expostas a UV-B tiveram uma média
de 12 dias de sobrevivéncia, enquanto as fémeas tratadas com o mesmo isolado e
expostas a UV-B tiveram media de sobrevivéncia de 18,5 dias. Os grupos controle
(exposto e ndo exposto a UV-B) apresentaram a mesma média de sobrevivéncia, 23 dias
(Figura 6).
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Figura 6: Sobrevivéncia de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus a
infecgdo fangica por M. pingshaense. Os dados foram analisados pelo teste de
Logrank. Asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas entre o
grupo controle e os respectivos grupos tratados.
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4 DISCUSSAO

Entre as razdes para o uso de fungos entomopatogénicos estdo a eficacia em
matar seus hospedeiros artrpodes, sua grande biodiversidade e seguranca ambiental
(STONE, BIDOCHKA, 2020; LITWIN et al. 2020). Na natureza, os fungos
entomopatogénicos sdo encontrados no solo e em cadaveres de insetos e necessitam ser
isolados e purificados em meio de cultura. Por isso, a caracterizacdo, identificacdo e
constatacdo da patogenicidade de um isolado sdo essenciais para o controle biolégico,
pois nos fornecem informacgdes importantes a respeito de isolados com potencial para
serem empregados como biocontroladores. O isolado utilizado neste estudo foi coletado
do solo do Estado do Rio de Janeiro, local com as mesmas condigdes climéaticas onde o
restante dos experimentos foi conduzido e identificado como M. pingshaense.

Foi observada a tolerancia a radiacdo UV-B de diferentes propagulos de M.
pingshaense. Conidios, blastosporos e microesclerddios foram expostos a uma fluéncia
de 4,0 kJ/m? e todos os propagulos mostraram-se muito tolerantes a radiagdo UV-B.
Blastosporos e microesclerddios apresentaram 100% de viabilidade, enquanto conidios
apresentaram 86% de germinacéo relativa. Estes resultados diferem do que foi descrito
por Corval e colaboradores (2021), onde 0 mesmo isolado foi testado, sob as mesmas
condic@es, diferenciando apenas pela maneira como blastosporos e microesclerddios
foram expostos. No estudo de Corval e colaboradores (2021), estes propagulos foram
espalhados com alca de Drigalski na placa de Petri antes de receberem a radiacdo. No
presente estudo, todo o “caldo” contendo tanto blastosporos quanto microesclerodios foi
colocado na placa de Petri e exposto. SO depois da irradiacdo eles foram espalhados
com alca de Drigalski em meio de cultura. Microesclerddios também alcangaram 100%
de viabilidade, porém a germinagdo relativa de conidios foi de 60% e a viabilidade de
blastosporos foi bem menor, aproximadamente 30%. Sugere-se, portanto, que 0 modo
como as placas séo expostas ndo garante a uniformidade de recebimento da irradiagio
UV pelos propagulos.

No presente estudo, foram utilizados blastosporos de M. pingshaense, esporos
hidrofilicos, de parede fina, pleomdrficos que geralmente germinam mais rapido que 0s
conidios, sendo este atributo um determinante da viruléncia (ALKHAIBARI et al.,
2016). Em estudos com conidios e blastosporos de Isaria fumosorosea, os conidios
foram mais tolerantes a altas temperaturas do que os blastosporos (KIM et al., 2013).
Essa diferenca na tolerancia ao estresse ambiental pode ser devido as diferencas no
processo de formacgdo dos dois propéagulos. Conidios sdo gerados por conidiogénese
fialidica e contém metabdlitos resistentes a estresses ambientais (HALLSWORTH;
MAGAN, 1996); por outro lado, os blastosporos sdo produzidos por brotamento de
hifas, com membranas fracas, de paredes lisas (KIM et al., 2013). Muitos produtos
comerciais a base de fungos sdo baseados em conidios aéreos. Porém, Mascarin e
colaboradores (2014) demonstraram que os blastosporos podem ser produzidos de
forma barata e rapida, sendo essa uma vantagem na utilizacdo destes propagulos a
campo. Formulacdes adequadas podem proteger os blastosporos contra estresses
abiodticos e aumentar sua eficiéncia quando apresentados em forma de bioprodutos
(KIM et al., 2013). Como blastosporos sao estruturas hidrofilicas, podem absorver dgua
mais rapidamente, germinando mais rapido. Outra vantagem na utilizacdo de
blastosporos é que eles sdo comprovadamente virulentos e sdo produzidos em menor
tempo e com menos custo (MASCARIN et al., 2015; ALKHAIBARI et al., 2016), além
de quando desidratados, podem se manter vidveis por longos periodos de tempo
(MASCARIN et al., 2015, 2016). Por fim, a germinacdo rapida ¢ uma grande vantagem
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para um agente de biocontrole, j& que quanto mais rapido o fungo for capaz de penetrar
no hospedeiro, mais curto serd o tempo em que os propagulos ficam expostos a fatores
ambientais desfavoraveis, como calor, radiacdo ultravioleta, baixa umidade, entre
outros, além de ndo permitir que o sistema imune do hospedeiro seja ativado para
prevenir um ataque fungico.

No presente estudo, a viruléncia de blastosporos expostos a radiagdo ultravioleta
por trés dias consecutivos contra fémeas ingurgitadas de R. microplus foi estudada. O
estudo de Bernardo e colaboradores (2018) comparou a viruléncia de blastosporos e
conidios de Metarhizium spp. e Beauveria bassiana contra larvas e fémeas ingurgitadas
de R. microplus e os mecanismos de infecgédo de blastosporos em carrapatos. Em larvas,
a viruléncia variou muito em relacdo aos isolados, porém, quando avaliado um isolado
de M. robertsii em fémeas ingurgitadas, blastosporos germinados foram vistos na
cuticula do carrapato 4h apds o tratamento com os fungos, enquanto nenhum conidio
germinado foi visto neste mesmo periodo. Apds 72h de infeccdo, blastosporos jé tinham
se desenvolvido e coberto a cuticula com uma camada de hifas. Alkhaibari e
colaboradores (2016) demonstraram que blastosporos ndo dependem da diferenciacdo
de um apressorio para infectar seu hospedeiro e isto foi observado por Bernardo e
colaboradores (2018), visto que blastosporos de M. robertsii ndo formaram apressorio.
No entanto, analises histoldgicas da cuticula dos carrapatos confirmaram que
blastosporos germinaram e invadiram as fémeas através da cuticula e de aberturas
naturais na cuticula do hospedeiro. A formacgdo de apressorio por blastosporos de M.
pingshaense nd foi analisada neste estudo, porém foi possivel observar que este
propagulo tende a ser mais sensivel a luz ultravioleta e isto, aqui, foi refletido na
maneira como o estudo foi conduzido, submetendo o fungo por trés dias consecutivos a
UV, o tempo que geralmente é necessario para ocorrer penetracdo na cuticula do
carrapato.

O bioensaio realizado neste trabalho mostrou que a sobrevivéncia dos carrapatos
que receberam o tratamento com os blastosporos e foram expostos a UV foi
estatisticamente diferente da sobrevivéncia das fémeas do grupo tratado com
blastosporos mas ndo exposto a radiagdo. O peso da massa de ovos produzida pelos
carrapatos também foi significativamente menor que no controle. Esses dados nos
mostram o impacto negativo da luz ultravioleta ao longo do tempo, mesmo entendendo
que o blastosporo é um propéagulo que penetra mais rapidamente na cuticula. Ja foi
reportado que conidios tiveram seu crescimento interrompido ou atrasado nas primeiras
horas apds a exposicdo a estresses abidticos, porém, apds 48h esse crescimento foi
retomado (KEYSER et al., 2014). Isto pode ndo ter acontecido com o0s blastosporos
porque a cada 24h eles recebiam uma nova fluéncia de irradiacdo. A viabilidade destes
blastosporos foi de 57%, ou seja, quase metade dos propagulos foram inviabilizados
com a fluéncia de irradiacéo recebida.

O primeiro passo para sabermos se um isolado tem potencial para ser um
biocontrolador é saber sua espécie e se ele € virulento. Conhecer e testar seus diferentes
propagulos também é uma alternativa, ja que no controle bioldgico podemos lancar mao
de diferentes técnicas de utilizagdo dos fungos entomopatogénicos. Por isso, este estudo
nos mostra as primeiras analises de um isolado nativo de M. pingshaense e nos permite
analisar se ele se tornard um biocontrolador eficaz.
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CAPITULO Il

TRANSCRIPTOMA DE BLASTOSPOROS DE Metarhizium pingshaense
EXPOSTOS A RADIACAO UV-B
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RESUMO

Transcriptoma é o conjunto completo de transcritos de um organismo, ou seja, é
o reflexo direto da expressdo dos genes. Diferentes estimulos podem afetar diretamente
o transcriptoma. No presente capitulo, foi avaliado o transcriptoma de blastosporos do
isolado LCM S10 de Metarhizium pingshaense expostos ou ndo a radiacdo UV-B. Os
propagulos foram expostos a UV-B por aproximadamente 1 hora, recebendo uma
fluéncia total de 4,0 kd/m?. Logo ap0s a exposicdo, foi realizada a extracio do RNA e 0
MRNA foi purificado e sequenciado utilizando a plataforma Illumina. Blastosporos
expostos a UV-B apresentaram 320 genes induzidos e 408 genes suprimidos em relacéo
aos blastosporos que ndo foram expostos a radiacdo ultravioleta. Genes relacionados a
viruléncia e ao reparo de danos ao DNA foram induzidos e genes que atuam na infeccéo
do hospedeiro pelo blastosporo foram suprimidos, dentre outros. Observou-se que
17,20% dos genes suprimidos tiveram sua funcdo desconhecida, enquanto, nos genes
induzidos, este valor foi de 27,41%. As categorias funcionais aonde os genes que foram
mais suprimidos se encontram sdo: transporte e metabolismo de aminoacidos; transporte
e metabolismo de carboidratos e modificagdo pos-traducional, volume de proteinas e
chaperonas. Ja as categorias funcionais onde o0s genes mais induzidos se encontram sao:
biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundarios, transporte e
metabolismo de coenzimas e pos-traducional, volume de proteinas e chaperonas. Este
estudo auxilia na busca pelas respostas em relacdo as mudancas ocorridas no fungo
quando ele passa por um estresse grande, que pode impactar na sua viruléncia. O
entendimento dessas mudancas pode proporcionar anélises mais profundas quanto a
utilizacdo de fungos entomopatogénicos no controle biologico de artropodes.

Palavras-chave: transcriptoma; blastosporos; expressao génica
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ABSTRACT

Transcriptome is the complete set of transcripts of an organism, that is, it is the
direct reflection of gene expression. Different stimuli can directly affect the
transcriptome. In the present chapter, the transcriptome of blastospores of the isolate
LCM S10 of Metarhizium pingshaense exposed or not to UV-B radiation was evaluated.
Propagules were exposed to UV-B for approximately 1 hour, receiving a total fluency
of 4.0 kJ/m2. Soon after exposure, RNA extraction was performed and the mRNA was
purified and sequenced using the Illumina platform. Blastospores exposed to UV-B
showed 320 genes induced and 408 genes suppressed compared to blastospores that
were not exposed to ultraviolet radiation. Genes related to virulence and DNA damage
repair were induced and genes that act in blastospore host infection were suppressed,
among others. It was observed that 17.20% of the suppressed genes had their function
unknown, while, in the induced genes, this value was 27.41%. The functional categories
where the genes that were most suppressed are: transport and metabolism of
aminoacids; transport and metabolism of carbohydrates; and post-translational
modification, proteins turnover and chaperones. The functional categories where the
most induced genes are found are: biosynthesis, transport and catabolism of secondary
metabolites; transport and metabolism of coenzymes; and post-translational
modification, proteins turnover and chaperones. This study helps in the search for
answers regarding the changes that occur in the fungus when it undergoes severe stress,
which can impact its virulence. Understanding these changes can provide deeper
analyzes regarding the use of entomopathogenic fungi in the biological control of
arthropods.

Key words: transcriptome; blastospores; gene expression
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1 INTRODUCAO

Metarhizium spp. € um dos fungos mais utilizados nos programas de controle
bioldgico de artropodes (BITTENCOURT et al., 1994, CAMARGO et al., 2016;
MARCIANO et al., 2020) sendo os blastosporos 0s propagulos mais promissores para
seu uso em larga escala. A producdo deste propagulo em laboratorio € mais barata em
relacdo a producédo de conidios, além de serem produzidos mais rapidamente (2-3 dias)
(ALKHAIBARI et al., 2017). Blastosporos sdo esporos hidrofilicos, podem ser
suspensos em agua, possuem uma parede fina, geralmente germinam mais rapido que
conidios, sendo este ultimo atributo um determinante da viruléncia (ALKHAIBARI et
al., 2016). Como blastosporos sdo células muito mais ativas que conidios, esperavamos,
neste trabalho, uma grande atividade por parte destes propagulos ap6s o desafio com
UV-B.

Para que este controle alternativo seja eficaz, é preciso que o fungo utilizado seja
capaz de driblar as condicGes adversas do ambiente em que esta inserido. Um dos
principais causadores de estresse fungico é a radiagdo ultravioleta, principalmente a
fracdo UV-B, que causa sérios danos aos fungos, podendo causar atraso na germinacgao
e até sua completa inativacdo (ZIMMERMANN, 1982; RANGEL et al., 2006;
RANGEL et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2010).

Determinar quais mudangas ocorrem nos blastosporos quando estes sdo expostos
a radiacdo UV-B é um caminho que precisa ser tracado pelos pesquisadores, pois €
através da analise dessas mudancas que podemos identificar proteinas e moléculas que
estdo envolvidas no processo de infeccdo. Para isso, pode-se lancar médo do
transcriptoma, que se trata de um conjunto completo de transcritos de um organismo,
que reflete diretamente a expressdo génica do individuo. A técnica do RNA-seq
possibilitou o estudo da relacdo entre genotipo e fendtipo. Brancini e colaboradores
(2019) estudaram como a luz regula a expressao génica transcricionalmente em conidios
de M. acridum e observaram mudangas em 11,3% do genoma fungico, resultando numa
mudanca de 57 proteinas.

Gao e colaboradores (2011) sequenciaram 0 genoma de duas espécies de
Metarhizium spp. (M. anisopliae e M. acridum) com o intuito de fornecer uma lista de
genes responsaveis por controlar a patogenicidade e a especificidade do hospedeiro. As
analises de RNA-seq mostraram que as duas espécies possuem mecanismos altamente
ajustados para regular as diferenciacdes celulares em resposta a diferentes insetos
hospedeiros.

Portanto, este estudo objetivou realizar o transcriptoma do isolado LCM S10 de
M. pingshaense e comparar os perfis transcriptdmicos de blastosporos expostos e nao
expostos a radiacdo ultravioleta, identificando os genes mais expressos em cada perfil
transcricional. Importante ressaltar que este é o primeiro estudo sobre a analise do
transcriptoma de blastosporos de M. pingshaense.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Local de Realizacdo dos Experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle Microbiano de
Artropodes de Importancia Médico Veterindria (LCM), localizado na Estacdo
Experimental para Pesquisas Parasitologicas Wilhemn Otto Daniel Neitz (EPPWON) no
Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no Municipio de Seropédica,
Estado do Rio de Janeiro.

2.2. Producéo de Blastosporos

Para producdo de blastosporos, conidios do isolado LCM S10 de M. pingshaense
foram cultivados em meio Batata Dextrose Agar, suplementado com 0,1g L™ de extrato
de levedura e uma suspensdo conidial foi preparada para fornecer uma concentracdo
inicial de 1 x 108 conidios mL™ Foram utilizados 50 mL de meio liquido batata
dextrose, suplementado com 0,1g L de extrato de levedura para cada frasco de tipo
Erlenmeyer. Trés mililitros da suspensdo conidial foram inoculados nos respectivos
frascos, que foram tampados com algodédo hidrofébico e colocados em agitador orbital
(TE-424, Tecnal®) a 200 rpm por 72 horas, em temperatura de 25°C. Apls o
crescimento do fungo, o meio foi filtrado em funil com auxilio de gaze para remocéo do
micélio produzido durante o cultivo e colocado em tubos conicos de 50 mL. O meio
contendo os blastosporos passou por dois ciclos de centrifugacdo a 34109 por 5
minutos. Ap6s o primeiro ciclo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 10 mL de 4gua com Tween® 80 a 0,01%, seguido de homogeneizagdo
em vortex e centrifugacdo. Apds a segunda centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi ressuspendido novamente em 10 mL de &gua com Tween® 80 a
0,01%, seguido de homogeneizacdo em vortex. As suspensdes foram transferidas para
placas de Petri.

2.3. Exposicéo a Irradiacdo UV-B

Os experimentos foram conduzidos em camara de crescimento e a radiacdo UV
foi fornecida por duas lampadas fluorescentes TL 20W/12 RS (Filipinas, Eindhoven,
Holanda). As placas contendo blastosporos foram imediatamente expostas a radiacédo
UV-B por aproximadamente uma hora (4,0 kJ/m?). As placas contendo os propagulos
foram cobertas com uma membrana de diacetato de celulose de 0,13 mm de espessura
que bloqueia a radiagdo com comprimento de onda inferior a 290 nm. O espectro de
acdo de dano ao DNA (dimerizacdo de pirimidinas) desenvolvido por Quaite e
colaboradores (1992) e normalizado para a unidade a 300 nm foi utilizado para calcular
as irradiancias UV (BRAGA et al., 2001a). As placas do grupo controle foram cobertas
com folha de papel aluminio para bloquear qualquer radiacdo ultravioleta. O
experimento foi conduzido com dois grupos: Controle ndo exposto a UV-B (CTR) e
Grupo exposto a UV-B (UV). Foram cinco placas de blastosporos para cada tratamento.

2.4. Transcriptoma de Blastosporos Expostos a Luz UV
2.4.1. Extracdo de RNA total
A extracdo do RNA dos blastosporos foi realizada imediatamente apds a
exposicdo a UV-B, conforme o protocolo do PureLink™ RNA Mini Kit (Anexo 2) e as
amostras foram submetidas ao tratamento com DNAse | (Thermo Fisher Scientific,
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Wilmington, DE, USA). Uma corrida de eletroforese foi realizada para verificar a
qualidade de extracdo das amostras. O RNA foi quantificado em um espectrofotémetro
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). As amostras foram analisadas na empresa
GenOne SolugGes em Biotecnologia.

2.4.2. RNA-seq

O RNA mensageiro foi purificado a partir de RNA total usando esferas
magnéticas poli-T oligo-ligadas. Apds a fragmentacdo, o cDNA da primeira fita foi
sintetizado usando primers hexameros aleatérios seguidos pela sintese de cDNA da
segunda fita. A biblioteca foi construida ap6s o reparo final, cauda A, ligacdo do
adaptador, selecdo de tamanho, amplificacdo e purificagdo. A biblioteca foi verificada
com Qubit e gPCR para quantificacdo e um bioanalyzer para deteccéo de distribuicdo de
tamanho. As bibliotecas quantificadas foram agrupadas e sequenciadas nas plataformas
Illumina de acordo com a concentracao efetiva da biblioteca e a quantidade de dados.

2.5. Analise dos Dados Gerados pelo RNA-seq
2.5.1. Processamento dos dados

Para a afericdo inicial dos dados sequenciados, utilizou-se o programa "FastQC"
(v.0.11.9; ANDREWS, 2010), o qual forneceu relatérios da distribuicdo de tamanhos e
qualidades das sequéncias. Em seguida, o programa "Atropos” (v.1.1.24; DIDION et al.,
2017) foi utilizado para remocéao de adaptadores de sequenciamento residuais. Devido a
utilizacdo da estratégia "paired-end”, implementou-se dois processamentos com o
"Atropos”, sendo o primeiro baseado no modo "insert”, o qual checa por adaptadores
nas sobressaléncias excedentes da sobreposicdo dos pares, e 0 segundo no modo
"adapter", busca padrdo por alinhamento entre a sequéncia do adaptador e a sequéncia
alvo, de modo semi-global. Para a remocdo de sequéncias e bases de baixa qualidade,
utilizou-se o programa "PRINSEQ-lite" (v.0.20.4; SCHMIEDER; EDWARDS, 2011),
onde removeu-se bases cuja janela composta por 3 bases consecutivas ("-
trim_qual_window 3"), tivessem valor de qualidade Phred (Q) inferior a 30 ("-
trim_qual_right 30"), bem como sequéncias completas cuja média de qualidade fosse
inferior a Q30 ("-min_qual_mean 30") ou menores que 50 bases ("-min_len 50").
Sequéncias cujos seus respectivos pares foram perdidos durante as etapas de controle de
qualidade ("singletons™), foram reservadas e utilizadas nas etapas posteriores.

2.5.2. Determinacao dos genes expressos

As sequéncias de boa qualidade foram alinhadas contra o genoma de
Metarhizium robertsii ARSEF 23 (GCF_000187425.2) com o programa "STAR"
(v.2.7.1a; DOBIN; GINGERAS, 2015). O programa foi configurado para considerar
introns com tamanhos entre 30 (*--alignintronMin 30") e 300 ("--alignintronMax 300")
pares de base (valores obtidos com base no arquivo de anotacdo de caracteristicas
génicas do genoma de referéncia), e no méximo 20 alinhamentos mdultiplos ("--
outFilterMultimapNmax 20™). Os arquivos de alinhamento das bibliotecas "paired-end"
(PE) e "singletons" foram fundidos e submetidos ao programa "Cuffquant™ (v.2.2.1;
TRAPNELL et al., 2012) para a quantificacdo da expressdo génica de cada amostra com
base no nimero de mapeamentos. Para evitar 0 viés de variacdo no tamanho das
bibliotecas, os valores de expressdo foram normalizados para FPKM ("Fragments per
kilobase of exon per million mapped reads") com o programa "Cuffnorm” (v.2.2.1), o
qual também estimou as contagens absolutas para serem utilizadas na analise de
expressao diferencial.

48


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000187425.2/

2.5.3. ldentificagéo de genes diferencialmente expressos
Os genes diferencialmente expressos ("DEGs") foram identificados com o
pacote R "DESeq2" (v. 1.34.0; LOVE et al., 2014). Como limiar para ser considerado
como DEG, estabeleceu-se um q-valor (p-valor ajustado por FDR) de 0.05.
Adicionalmente, filtrou-se DEGs de baixa diferenca de expressédo, estabelecendo um
valor minimo de LogzFold-Change de + 1.

2.5.4. Anotacdo e anélise de enriquecimento funcional

Além das informacGes de anotagdo génica presentes no arquivo GFF do genoma-
referéncia, realizou-se uma anotacdo adicional contra o banco de dados de ortologos
EggNOG (v. 5.0.2; HUERTA-CEPAS et al., 2016), através da ferramenta "eggNOG-
mapper" (v.2.1.8; HUERTA-CEPAS et al., 2017). Com base nessa anotacdo, foram
obtidas as associagdes dos genes expressos com os termos GO (Gene Ontology), que
por sua vez foram submetidos a uma analise de enriquecimento com o auxilio da suite
de ferramentas "GOATOOLS" (v.1.2.3; KLOPFENSTEIN et al., 2018). A analise de
enriquecimento foi realizada para os DEGs induzidos e suprimidos ("Up-" e "Down-
regulated”, respectivamente), mas também para os conjuntos de genes induzidos e
suprimidos de forma separada, em ambos 0s casos considerando-se um p-valor de 0.05
como limiar de significancia.

2.5.5. Analise de componentes principais e representacdes graficas
Para reduzir a dimensionalidade e definir os componentes principais no que se
refere a variacdo dos perfis de expressdo diferencial das amostras, utilizou-se uma
Anélise de Componentes Principais (PCA), implementada pela funcdo "prcomp" do
pacote R "stats” (v. 4.1.2; R Core Team, 2020). O grafico do tipo "heatmap" foi gerado
com o pacote R "pheatmap” (v.1.0.12; KOLDE, 2019) e os demais, com 0 pacote R
"ggplot2" (v.3.3.6; WICKHAM, 2016).
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3 RESULTADOS

3.1. Extragdo De RNA Total
RNA total de alta qualidade foi extraido das 8 amostras (quatro do grupo CTR e
quatro do grupo UV), com quantidade variando de 202,7 ng/uL a 986,7 ng/uL).

i

il o

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% do RNA total de
blastosporos de Metarhizium pingshaense. CTR 1, CTR 2, CTR 3e CTR
4 (amostras 1, 2, 3 e 4 de RNA total de blastosporos ndo expostos a UV-B);
Uv 1, UV 2, UV 3 e UV 4 (amostras 1, 2, 3 e 4 de RNA total de
blastosporos expostos & UV-B).

3.2. Analise dos Dados do RNA-seq:

O sequenciamento de alto rendimento gerou um total de 72.382.900 leituras,
distribuidas entre 6 amostras (Controle e UV em triplicata, cada um). Em média,
obteve-se 12.164.853 leituras por biblioteca de CTR e 11.962.780 para UV. Apds as
etapas de pré-processamento que compreendem 0s processos de remocgdo de
adaptadores e controle de qualidade, observou-se uma reducdo de cerca de 1,38% das
contagens originais (Anexo 3).

O alinhamento contra o genoma de referéncia (Metarhizium robertsii ARSEF
23) resultou em um alinhamento de mais de 99% das sequéncias de boa qualidade.
Contudo, obteve-se uma média de 65,89% e 60,31% de alinhamentos Unicos para as
réplicas de CTR e UV, respectivamente (Anexo 4).

O genoma de referéncia contava com 11.688 genes preditos. Desses, 0
sequenciamento permitiu capturar a expressao de 10.002 (85,57%).

O processo de identificacdo de expressdo diferencial constatou a presenca de 739
Genes Diferencialmente Expressos (DEGS), considerando-se um p-valor ajustado por
FDR de 0,05. Contudo, uma filtragem adicional para desconsiderar genes com diferenca
baixa, ou seja, com menos de duas vezes de expressdo para CTR ou UV (LogzFold-
Change< 1 ou > -1) resultou na retengdo de 728 DEGs, cerca de 7,28% dos genes
expressos (Figura 2).

Dos DEGs, 320 foram induzidos ("up-regulated”™) e 408 foram suprimidos
("down-regulated) na presenca de UV-B (Figura 2). Em relacdo aos induzidos, 62
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(19,37%) sao descritos como proteinas hipotéticas (“"hypothetical protein™), com um
deles figurando entre os 15 mais induzidos (Tabela 1). Entretanto, 25 deles puderam ser
identificados com base em anotacdo contra ortélogos, incluindo um dos mais induzidos
(Tabela 1).
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Figura 2: Representagdo grafica do tipo “volcano plot” dos genes diferencialmente expressos
em blastosporos de Metarhizium pingshaense expostos a UV-B versus controle. Pontos
vermelhos indicam genes induzidos ("up-regulated"), azuis, os suprimidos ("down-regulated™) e
cinzas aqueles que ndo foram significativos (p-valor ajustado por FDR de 0.05 - linha
horizontal) e uma diferenca de expressdo minima de Log.Fold-Change de +1 (linhas verticais).
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Tabela 1: Top 15 genes mais induzidos ap0s a exposi¢do de blastosporos & UV-B.

Gene ID Descrigéo Log: FC
1 MAA 09668 WDA40 repeticdo 2 4,99
2 MAA 06345 Proteina de dominio N-acetiltransferase (GNAT) relacionada a GCN5 4,68
3  MAA 08227 Proteina tipo proteina quinase 4,64
4 MAA 06093 aldo/ceto redutase 4,54
5 MAA _ 06437 Proteina tipo transportadora ABC 4,30
6 MAA 05864 Transportador ABC 4,11
7  MAA_11179 Proteina hipotética 3,88
8 MAA_02776 Fator de transcrigdo bZIP 3,87
9 MAA 07977 Proteina contendo dominio de metiltransferase 3,83
10 MAA_04139 RNA helicase dependente de ATP DHX8 3,82
11 MAA_09379 Proteina da familia da epimerase/desidratase dependente de NAD 3,79
12 MAA _01222 Proteina da familia dos transportadores de agucar * 3,73
13 MAA 05538 Proteina de dedoC2HC5 3,72
14 MAA_06962 hidrolase 3,72
15 MAA 04884 Aminoglicosideo fosfotransferase 3,41

* Descricao baseada em ortdlogos, obtida na anotagdo com EggNOG

Dentre os genes suprimidos, também foram encontradas 62 descricdes de
proteinas hipotéticas (15,19%), com trés deles figurando entre os 15 mais suprimidos
(Tabela 2). Contudo, 28 puderam ser identificados com base em anotacdo contra
ortologos, incluindo dois dos mais suprimidos (Tabela 2).
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Tabela 2: Top 15 genes mais suprimidos ap0ds a exposi¢ao de blastosporos a UV-B.

Gene ID Descrigdo Logz: FC
1 MAA 10449 Zinco-desidrogenase de ligacdo * -4,24
2 MAA 05024 Transportador de substrato geral -4,16
3 MAA_06704 Acil-CoA desidrogenase -4,12
4 MAA 06207 Proteina hipotética -3,71
5 MAA 09617 Proteina dobrada tipo tioredoxina -352
6 MAA_08119 Facilitador Principal de superfamilia transportador -3,45
7 MAA 08849 Cupredoxina -3,16
8 MAA_06300 Transportador MFS -3,11
9 MAA_03963 Proteina hipotética -2,98
10 MAA _01580 Proteina hipotética -2,96
11 MAA_09551 2-nitropropanodioxigenase, NPD -2,94
12 MAA_02903 Proteina dedo de zinco do tipo AN1 -2,94
13 MAA 03170 Familia de dobras de alfa beta hidrolase -2,94
14 MAA 00060 Carnitinil-CoA dehidratase -2,92
15 MAA _09839 Subunidade reguladora da protein fosfatase Gacl* -2,90

* Descrigao baseada em ortélogos, obtida na anotagdo com EggNOG

Com base nos perfis de expressdao diferencial, nota-se uma separacdo

consideravel dos tratamentos (controle vs. exposto a UV-B). Tal diferenga é notada na
alta explicacao da variacao observada pelo eixo PC1 (74,74%), o principal relacionado a
separacdo dos tratamentos. Nota-se, também, uma variacdo acentuada entre as amostras
de controle, relacionados, principalmente, ao PC2 (13,27%) (Figura 3). Para explorar 0s
principais genes relacionados a separagdo dos tratamentos, foi obtido um gréfico dos
"loadings™ (Figura 3B). Os principais genes relacionados a separacdo dos tratamentos
sdo os genes MAA 03963 e MAA 07675 relacionados ao controle e MAA 02521,
MAA_02624, MAA_09380, MAA 01567, MAA_09788, MAA_06644, MAA_04746 e
MAA 10781 relacionados a exposi¢do a UV-B (Figura 3C).

Em consonancia ao observado pelo PCA, os agrupamentos obtidos entre os 100
genes com maior intensidade de diferenca de expressdo, exposto no mapa de calor
(Figura 4), ressalta a coesdo das amostras expostas a UV-B, enquanto aquelas oriundas
do tratamento controle parecem apresentar perfil mais heterogéneo em relagdo a
expressao dos genes suprimidos.
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C Gene ID Description Log2 FC
MAA_D4748 DUF 1786-domain-containing protein 2.90
MAA_09788 Enoyl-{Acyl carrier protein) reductase * 274
MAA_01567 Serine hydrolase FSH 261
MAA_09380 myo-inositol-1{or 4)-monophosphatase 223
MAA_10781 Transcription factor, fungi 2.08
MAA_02624 Nulp1-pending protein 1.75
MAA_02521 beta-lactamase family protein 1.64
MAA_06644 integral membrane protein 1.56

MAA 07675 Glyceraldehyde/Erythrose phosphate dehydrogenase family — -1.23

MAA_03963 hypothetical protein 2.98
Figura 3: Anélise de Componentes Principais (PCA) dos perfis de expressdo diferencial revela
a separagdo dos tratamentos (controle — preto; expostos & UV-B — laranja), cuja variagdo
explicada acumulada dos eigenvalues dos dois primeiros PCs € de 88,01% (A). Os dez genes de
maior carga ("loadings") no PC1 (principal relacionado & separacdo dos tratamentos) (B) e suas
descricbes e diferenga de expressdo, onde numeros positivos indicam inducdo e negativos,
supressao sob a exposicdo de luz UV-B (C). O asterisco ("*") indica descricdo baseada em
ortélogos, obtida na anotagdo com EggNOG.
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: tRNA ligase TRL1

: DUF1766-domain-containing protein
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methyltransferase domain-containing protein
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general substrate transporter

Aromatic-ring hydroxylase-like protein

Permease, cytosine/purine, uracil, thiamine, allantoin
Cellular retinaldehyde-binding/triple function
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: hypothetical protein
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Figura 4: Mapa de calor dos genes diferencialmente expressos entre as amostras expostas a
UV-B (UV) e controle (CTR). Estdo demonstrados os 100 genes com maior diferenca de
expressdo segundo o valor de LogzFold-Change. Os valores de expressdo em FPKM foram
padronizados via computacdo de z-score. As linhas (genes) e colunas (amostras) foram
clusterizadas hierarquicamente de acordo com a similaridade entre elas.
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A classificacdo funcional dos DEGs (Figura 5) revela que 89,45% e 84,94%, dos
genes suprimidos e induzidos, respectivamente, puderam ser a atribuidos &, ao menos,
uma das categorias do COG. Contudo, nota-se que 17,20% dos genes suprimidos
tiveram funcdo desconhecida. Para os induzidos esse valor foi de 27,41%. As
categorias com maior quantidade de genes suprimidos foram: “[E] “Transporte ¢
metabolismo de aminoacidos" (10,32%), "[G] “Transporte e metabolismo de
carboidratos” (9,17%) e "[O] “Modificagdo pos-traducional, volume de proteinas e
chaperonas” (8,03%). Para os induzidos, as principais categorias foram: "[Q]
“Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundarios" (5,72%), "[H]
“Transporte e metabolismo de coenzimas" (5,42%) e "[O] “Modificagdo pos-
traducional, volume de proteinas e chaperonas” (5,12%).

Down-regulated Up-regulated
[2] Cytoskeleton 4 I 0.46 % | 0.30%
[¥1 Nuclear structure I 046 % 0.00 %
[WW] Extracellular structures | 0.23 % 0.00 %
[V] Defense mechanisms - I 0.64 % 0.00 %
[U] Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport - . 181 % - 452 %
[T] Signal transduction mechanisms 4 - 2.88 % - 301 %
[O] Post-translational modification, protein turnover, and chaperones | [ NI =° B 52+
0 [N] Cell motility { | 223% 0.00%
g [M] Cell wall/membrane/envelope biogenesis 4 I 0.68 % . 21 %
Q [D] Cell cycle control, cell division, chromosome partiticning - l 136 % I 1.20 %
g [Q] Secondary metabolites biosynthesis, transport, and catabolism 71 % 572 %
8 [P] Incrganic ion transport and metabolism 4 390 Y 211 %
c [1] Lipid transport and metabalism 4 5.50 % 3.92 %
[<] [H] Coenzyme transport and metabolism o 413 % 542 %
"3 [G] Carbohydrate transport and metabelism - 917 % 331%
= [F] Nucleotide transport and metabolism 4 0.46 % 0.60 %
IE [E] Aminc acid transport and metabolism A 10.32% 3.31 %
0] [C] Energy production and conversion - 4.36 % 3.31 %
8 [L] Replication, recombination and repairq 138 % 331 %
[K] Transcription < 413 % 151 %
[d] Translation, ribosomal structure and biogenesis 4 092 % 482 %
[B] Chromatin structure and dynamics 2.52 % 0.90 %
[A] RNA processing and maodification 4 161 % 301 %
(51 Function unknown { I 17 I -
[R] General function prediction cnly 4  0.00% 0.00 %
incl o coc - [INIINEGEGN -~ I o
0 10 20 30 Q 10 20 30

Percentage (%)

. CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING
METABOLISM
INFORMATION STORAGE AND PROCESSING
. POORLY CHARACTERIZED

Figura 5: Classificacdo funcional do COG (Cluster de Grupos Ortdlogos) dos genes
diferencialmente expressos (DEGS) de blastosporos de Metarhizium pingshaense expostos a
UV-B em relacdo ao controle (ndo exposto a UV-B). Sdo demonstradas as porcentagens dos
genes suprimidos (“down-regulated”) e induzidos (“up-regulated’’) em cada categoria funcional.

Com base em todos os genes diferencialmente expressos, a analise de
enriguecimento dos termos GO (Gene Ont6logo) resultou em um total de 459 termos
significativamente enriquecidos (p-valor < 0.05). Os termos com maior contagem de
DEGs estdo representados na Figura 6. Os DEGs foram avaliados separadamente para
averiguar o enriquecimento de termos especificos naqueles que foram induzidos ou
suprimidos. Como resultado, obteve-se um total de 218 termos GO enrigquecidos para 0s
genes induzidos e 787 termos GO, para os suprimidos. Os termos GO de maior
relevancia para cada parte se encontram nos anexos 5 e 6.
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Figura 6: Anadlise de enriquecimento de termos GO (Gene Ontélogo) dos genes
diferencialmente expressos (DEGSs) de blastosporos de Metarhizium pingshaense em relacéo a
exposicdo a luz UV-B. Sdo demonstradas as porcentagens de DEGs nos 10 termos mais
expressivos de cada categoria funcional.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo buscou elucidar os mecanismos genéticos que ocorrem com 0
blastosporo expostos a radiagdo ultravioleta e qual o poder de viruléncia deste
propagulo imediatamente apds a exposicdo a UV. O isolado LCM S10 de M.
pingshaense foi escolhido, pois ja eram conhecidos alguns resultados prévios de sua
tolerancia a UV (CORVAL et al. 2021). O propagulo de escolha deste trabalho foi o
blastosporo, ja que ele possui uma atividade maior que 0s conidios e um dos objetivos
era entender o que acontece com este propagulo logo apos a exposi¢do a UV. Nao foi
objeto de estudo saber o0 quanto este propagulo se recupera apds o desafio pela UV, a
intencdo foi entender quais eram as primeiras mudancas neste isolado logo apos a
radiacéo.

Fungos, quando em contato com a cuticula do hospedeiro, se fixam por interagdo
hidrofébica intermediada pelas hidrofobinas. Proteases, esterases, lipases e N-
acetilglicosidases atuam na camada mais externa da cuticula do hospedeiro, dando
inicio ao processo de infecgdo. Durante a penetracdo, o fungo libera enzimas (esterases,
proteases, lipases e quitinases) que facilitam a penetracdo mecanica, hidrolisando os
componentes cuticulares do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1989). A atividade das
esterases, proteases, aminopeptidases e carboxipeptidases aparecem nas primeiras 24
horas, enquanto que a atividade de quitinases aumentam apoés trés a cinco dias apos a
infeccdo fuangica (ST. LEGER et al., 1986). O sequenciamento por RNA-seq de
blastosporos do isolado LCM S10 de M. pingshaense capturou a expressao de 10.002
genes, dentre os quais 728 foram diferencialmente expressos (cerca de 7,28%). Dentre
0s genes do grupo das esterases, protease e lipases, que atuam no inicio do processo de
infeccdo, pelo menos cinco genes do grupo das esterases (MAA_01532, MAA 02848,
MAA _ 05897, MAA 06962 e MAA 07118), um gene do grupo das proteases
(MAA_10425) e trés genes do grupo das lipases (MAA 01458, MAA 01532 e
MAA _07090) foram induzidos, com o gene denominado MAA 06962 (hydrolase)
figurando entre os 15 mais induzidos.

O gene mais induzido em nossos dados foi 0 WD40 repeticdo 2 (Tabela 4). O
dominio WD40 em fungos afeta o nivel de proteinas ribossomais e a expressdo de genes
que regulam o crescimento de hifas, viruléncia e patogenicidade, além de participar de
varios processos como resposta ao dano ao DNA e modificagdes epigenéticas, dentre
outras (JAIN; PANDEY, 2018). Um outro gene que foi induzido em nossa pesquisa foi
o relacionado a proteina de dominio N-acetiltransferase relacionada a GCN5. As
histonas acetiltransferases sdo enzimas que acetilam lisinas dentro das caudas amino
terminais das proteinas histonas, neutralizando a carga positiva das lisinas e resultando
em uma estrutura de cromatina mais relaxada, aberta e transcricionalmente ativa (LAI et
al., 2022). GCN5 foi funcionalmente diferenciado nos fungos que se adaptam a
diferentes hospedeiros e ambientes, podendo regular o ciclo celular, adaptacdo a
estimulos ambientais e respostas ao estresse (LAI et al., 2022). Por Gltimo, destacam-se
as RNA helicases, que, de igual forma, regulam a expressdo de fatores que promovem a
estabilidade gendmica, previnem danos ao DNA, participando diretamente na resposta e
reparo de danos ao material genético (CARGIL et al, 2021). Como visto, todos estes
genes atuam de alguma forma reparando danos ao material genético dos fungos. A
absorcdo da fracdo UV-B induz a producdo de dimeros de pirimidina, podendo induzir
mutacOes (NASCIMENTO et al., 2010). A irradiacdo solar pode interferir na
sobrevivéncia e na dispersdo de importantes fungos e seus efeitos deletérios
representam um serio impedimento ao uso de fungos entomopatogénicos como
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controladores bioldgicos. A exposicao direta a radiacdo solar por algumas horas pode
inativar os conidios de Metarhizium, que é a forma mais utilizada como inéculo em
campo. Além de destruir os conidios, fluéncias subletais de radiacdo UV podem causar
outros efeitos adversos nos conidios, reduzindo a velocidade de germinagdo e também
sua viruléncia (NASCIMENTO et al., 2010).

Com relagdo aos genes mais suprimidos, trés estdo relacionados com o “Major
Facilitator ~ Superfamily” (MAA 05024, MAA 06300 e MAA 08119). Os
transportadores MFS sdo proteinas de membrana associadas com o transporte de
monossacarideos, aminoacidos, vitaminas, cofatores, anions e cations. Em leveduras do
género Candida sp., varios transportadores MFS estdo relatados na infeccdo do
hospedeiro. Alguns transportadores MFS de fungos filamentosos também podem atuar
como cofatores de viruléncia (LIU et al., 2018). Como podemos observar em nossos
experimentos, no bioensaio com fémeas de R. microplus, o fungo M. pingshaense
sofreu com a radiagdo UV-B, ndo apresentando diferenca significativa em alguns
parametros bioldgicos analisados com relagdo ao grupo controle ndo tratado. Podemos
inferir que, dentre outras causas possiveis, a supressdo dos genes relacionados ao
transportador MSF pode resultar em deficiéncia de transporte de compostos toxicos, que
poderiam se acumular nas células fungicas, alterando a viruléncia deste isolado fungico.

A classificagdo funcional dos DEGs revelou que mais de 80% dos genes
induzidos e suprimidos puderam ser atribuidos a, pelo menos, uma das categorias do
COG (Cluster of Orthologous Group). Porém, um nimero expressivo de DEGs tiveram
funcdo desconhecida (17,20% e 27,41% dos DEGs suprimidos e induzidos,
respectivamente). Para estes genes, sdo necessarios mais estudos a fim de identificar os
genes e proteinas mais afetadas na condicao de exposi¢do a UV-B.

Para os genes induzidos, as categorias do COG (cluster of orthologous groups)
com maior quantidade de genes foram: Q (estruturas secundarias), H (metabolismo de
coenzimas) e O (modificacdo pds-traducional, renovacdo de proteinas, fungdes de
chaperona). Dentre os 15 genes mais induzidos, os que estdo dentro destas categorias
sdo: ABC transporter (MAA_05864), methyltransferase domain-containing protein
(MAA _07977) e aminoglycoside  phosphotransferase = (MAA _04884). Os
transportadores ABC utilizam a energia quimica da hidrdlise do ATP para facilitar o
transporte de moléculas dentro da célula. Dentre as funcdes ja estudadas desta proteina
estdo o metabolismo de &cidos graxos, protecdo contra compostos toxicos, além de
estarem envolvidas na traducdo do RNA mensageiro e na biogénese do ribossomo
(PERLIN et al., 2014; BARAL, 2017). A capacidade antioxidante fngica raramente foi
associada aos transportadores ABC, mas € importante para o sucesso da infeccdo pelo
fungo entomopatogénico B. bassiana. A tolerancia flngica & oxidag&o é correlacionada
com a viruléncia e a resisténcia a UV de B. bassiana (XIE et al., 2012; XIE et al., 2013).
Nem todos os transportadores ABC contribuem para a viruléncia fungica, mas pelo
menos alguns deles sdo necessarios para a plena viruléncia de um patégeno fungico
(SONG et al., 2013). As metiltransferases sdo enzimas que transferem um grupo metil
de uma molécula para outra. A metilacdo do DNA é um pré-requisito para a expressao
génica e reparo de mutacOes e esta reacdo modifica moléculas de RNA, DNA e
proteinas para atividades reguladoras. Elas tém sido implicadas na regulacdo da
transcricdo, além de reparo de danos ao DNA (EHSAN et al., 2020).

Para os genes suprimidos, as categorias do COG (cluster of orthologous groups)
com maior quantidade de genes foram: E (transporte de aminoacidos e metabolismo), G
(transporte de carboidrato e metabolismo) e O (modificacdo pos-traducional, renovagéo
de proteinas, fungdes de chaperona). Dentre 0s 15 genes mais suprimidos, 0s que estdo
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dentro destas categorias sdo: dois genes relacionados a Major Facilitator Superfamily
(MAA_ 05024 e MAA 06300), ja descritos anteriormente, além do acyl-CoA
dehydrogenase (MAA _06704), thiredoxin-like fold protein (MAA _09617), 2-
nitropropane dioxygenase (MAA_09551) e protein phosphatase regulatory subunit
Gacl (MAA _09839). As acil-CoA desidrogenases sdo proteinas peroxissomais e
participam do processo de geracdo de energia, promovendo a desidrogenacdo em
aminoacidos. O aumento desta proteina em Penicillium italicum indicou que o
catabolismo de acidos graxos e aminoacidos estava ativo (GUO et al., 2019). O estresse
tende a romper as membranas celulares e organelas e causar um desequilibrio das
reacOes iGnicas que estimulam a geragdo de espécies reativas de oxigénio (KHAN et al.,
2015). Por isso, sugere-se que blastosporos de M. pingshaense utilizados neste estudo
podem ter sofrido grande estresse provocado pela radiacdo UV-B e suas organelas
estejam se rompendo, fazendo com que este gene esteja sendo suprimido. O gene 2-
nitropropano dioxigenase codifica uma enzima que degrada hidrocarbonetos presentes
na cuticula do hospedeiro. Durante a invasdo do hospedeiro, na fusdo miceliar e
conidiogénese, este gene mantém niveis baixos de expressao (QUINTERO et al., 2020).
Por altimo, a fosfatase subunidade Gacl esta relacionada com o metabolismo de
glicogénio. Genes suprimidos diminuem os niveis de glicogénio (FRANCOIS et al.,
1992; WU et al., 2001).

O passo inicial para elucidar os mecanismos moleculares relativos ao
desenvolvimento fungico é a analise da expressao génica. O sequenciamento de RNA é
uma tecnologia poderosa que nos fornece uma estimativa precisa da expressao génica,
permitindo uma identificacdo de sequéncias de codificagdo, funcdo do gene, dentre
outros. Por isso, este trabalho tem um papel relevante no cenario do controle biologico,
pois pode ser um ponto de partida para novos estudos, visando o aprimoramento de
técnicas e formulagdes que utilizam fungos entomopatogénicos como forma de
biocontrole.

60



5 REFERENCIAS

ALKHAIBARI, A.M.; CAROLINO, A.T., YAVASOGLU, S.l.; MAFFEIS, T,;
MATTOSO, T.C.; BULL, J.C.; SAMUELS, R.l.; BUTT, T.M. Metarhizium brunneum
blastospore pathogenesis in Aedes aegypti larvae :attack on several fronts accelerates
mortality. PLoS Pathog., v. 12, n. 7, 2016.

ALKHAIBARI, A.M.; CAROLINO, A.T.; BULL, J.C.; SAMUELS, R.l.; BUTT, T.M.
Differential pathogenicity of Metarhizium blastospores and conidia against larvae of
three mosquito species. J. Med. Entomol., v. 54, n. 3, 2017.

ANDREWS, S. FastQC: a quality control tool for high throughput sequence data.
Babraham Bioinformatics, Babraham Institute, Cambridge, United Kingdom. 2010.

BARAL, B. Evolutionary Trajectories of Entomopathogenic Fungi ABC Transporters.
In: Advances in Genetics, v.98, p.117-154, 2017.

BITTENCOURT, V.R.E.P.; MASSARD, C.L.; LIMA, AF. Acdo do fungo
Metarhizium anisopliae sobre a fase ndo parasitaria do ciclo biolégico de Boophilus
microplus. Rev. Univ. Rural, Sér. Ciénc. da Vida, v. 16, p. 49-55, 1994,

BRAGA, G.U.L.; FLINT, S.D.; MESSIAS, C.L.; ANDERSON, A.J.; ROBERTS, D.W.
Effects of UVB Irradiance on Conidia and Germinants of the Entomopathogenic
Hyphomycete Metarhizium anisopliae: A Study of Reciprocity and Recovery.
Photochem. Photobiol., v. 73, p. 140-146, 2001a.

BRANCINI, G.T.P.; FERREIRA, M.E.S.; RANGEL, D.E.N.; BRAGA, G.U.L.
Combining Transcriptomics and Proteomics Reveals Potential Post-transcriptional
Control of Gene Expression After Light Exposure in Metarhizium acridum. G3: Genes,
Genomes, Genet. , v. 9, p. 2951-2961, 2019.

CAMARGO, M.G.; NOGUEIRA, M.R.S.; MARCIANO, A.F.; PERINOTTO, W.M.S,;
COUTINHO-RODRIGUES, C.J.B.; SCOTT, F.B.; ANGELO, I.C.; PRATA, M.CA;
BITTENCOURT, V.R.E.P. Metarhizium anisopliae for controlling Rhipicephalus
microplus ticks under field conditions. Vet. Parasitol., v.223, p. 38-42, 2016.

CARGIL, M.; VENKATARAMAN, R.; LEE, S. DEAD-Box RNA Helicases and
Genome Stability. Genes, v.12, 2021.

DIDION, J. P.; MARTIN, M.; COLLINS, F. S. Atropos: Specific, sensitive, and speedy
trimming of sequencing reads. Peer J, 5, e3720. https://doi.org/10.7717/peerj.3720,
2017.

DOBIN, A.; GINGERAS, T. R. Mapping RNA-seq Reads with STAR. Current
Protocols in Bioinformatics, 51(1). https://doi.org/10.1002/0471250953.bi1114s51,
2015.

EHSAN, M.; GADAHI, J.A.; LIU, T.; WANG, Y.; HASAN, M.W.; HASEEB, M.;
YAN, R.; XU, L.; SONG, X.; ZHU, X.; LI, X. Identification of a novel

61



methyltransferase-type 12 protein from Haemonchus contortus and its effects on
functions of goat PBMCs. Parasites & Vectors, v.13, 2020.

FRANCOIS, JM.; THOMPSON-JAEGER, S.; SKROCH, J.; ZELLENKA, U,
SPEVAK, W.; TATCHELL, K. GAC1 may encode a regulatory subunit for protein
phosphatase type 1 in Saccharomyces cerevisiae. The EMBO Journal, v.11, p.87-96,
1992.

GAO, Q.; JIN, K; YING, S.; ZHANG, Y.; XIAO, G.; SHANG, Y.; DUAN, Z.; HU, X,;
XIE, X.; ZHOU, G.; PENG, G.; LUO, Z.; HUANG, W.; WANG, B.; FANG, W.;
WANG, S.; ZHONG, Y.; MA, L.; ST. LEGER, R.J.; ZHAO, G.; PEI, Y.; FENG, M,;
XIA, Y.; WANG, C. Genome Sequencing and Comparative Transcriptomics of the
Model Entomopathogenic Fungi Metarhizium anisopliae and Metarhizium acridum.
Plos Genet., v. 7, 2011.

GUO, M.; ZHANG, X.; LI, M.; DUAN, X.; ZHANG, D.; HU, L.; HUANG, R. Label-
Free Proteomic Analysis of Molecular Effects of 2-Methoxy-1,4-naphthoquinone on
Penicillium italicum. Int. J. Mol. Sci., v. 20, 20109.

HUERTA-CEPAS, J.; SZKLARCZYK, D.; FORSLUND, K.; COOK, H.; HELLER,
D.; WALTER, M.C.; RATTEI, T.; MENDE, D.R.; SUNAGAWA, S.; KUHN, M
JENSEN, L.J.; VON MERING, C.; BORK, P. eggNOG 4.5: A hierarchical orthology
framework with improved functional annotations for eukaryotic, prokaryotic and viral
sequences. Nucleic Acids Res., 44(D1), D286-D293.
https://doi.org/10.1093/nar/gkv1248, 2016.

HUERTA-CEPAS, J.; FORSLUND, K.; COELHO, L.P.; SZKLARCZYK, D.;
JENSEN, L. J; VON MERING, C.; BORK, P. Fast Genome-Wide Functional
Annotation through Orthology Assignment by eggNOG-Mapper. Mol. Biol. Evol.,
34(8), 2115-2122. https://doi.org/10.1093/molbev/msx148, 2017.

JAIN, B.P.; PANDEY, S. WD40 Repeat Proteins: Signalling Scaffold with Diverse
Functions. The Protein Journal, v.37, p.391-406, 2018.

KHAN, A.R.; ULLAH, I.; WAQAS, M.; SHAHZAD, R.; HONG, S.; PARK, G,
JUNG, B.; LEE, I.; SHIN, J. Plant growth-promoting potential of endophytic fungi
isolated from Solanum nigrum leaves. World J. Microbiol. Biotechnol., v.31, p. 1461-
1466, 2015.

KLOPFENSTEIN, D.V.; ZHANG, L.; PEDERSEN, B.S.; RAMIREZ, F.; WARWICK
VESZTROCY, A.; NALDI, A.; MUNGALL, C.J.; YUNES, J.M.; BOTVINNIK, O,
WEIGEL, M.; DAMPIER, W.; DESSIMOZ, C.; FLICK, P.; TANG, H. GOATOOLS:
A Python library for Gene Ontology analyses. Sci. Rep., V.8,
http://doi.org/10.1038/s41598-018-28948-z, 2018.

KOLDE, R. Pheatmap: Pretty heatmaps. http://CRAN.R-project.org/package=pheatmap

LAI, Y.; WANG, L.; ZHENG, W.; WANG, S. Regulatory Roles of Histone
Modifications in Filamentous Fungal Pathogens. J. Fungi, v.8, 2022.

62



LIU, J.; SUN, H.; YING, S.; FENG, M. Characterization of three mitogen-activated
protein kinase-like proteins in Beauveria bassiana. Fungal Genetics and Biology,
v.113, p.24-31, 2018.

LOVE, M.l.; HUBER, W.; ANDERS, S. Moderated estimation of fold change and
dispersion for RNA-seq data with DESeg2. Genome Biol., 15(12), 550.
https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8, 2014.

MARCIANO, A.F.; GOLO, P.S.; COUTINHO-RODRIGUES, C.J.B.; CAMARGO,
M.G.; FIOROTTI, J.; MESQUITA, E.; CORREA, T.A.; PERINOTTO, W.M.S ;
BITTENCOURT, V.R.E.P. Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) oil-in-water
emulsions drastically reduced Rhipicephalus microplus larvae outbreak population on
artificially infested grass. Med. Vet. Entonol., 2020.

NASCIMENTO, E.; SILVA, S.H.; MARQUES, E.R.; ROBERTS, D.W.; BRAGA,
G.U.L. Quantification of Cyclobutane Pyrimidine Dimers Induced by UVB Radiation in
Conidia of the Fungi Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Metarhizium acridum
and Metarhizium robertsii. Photochem. Photobiol., v. 86, p. 1259-1266, 2010.

PERLIN, M.H.; ANDREWS, J.; TOH, S.S. Essential Letters in the Fungal Alphabet:
ABC and MFS Transporters and Their Roles in Survival and Pathogenicity. In:
Advances in Genetics, v.85, p. 201-252, 2014.

QUAITE, F.E., SUTHERLAND, B.M.; SUTHERLAND, J.C. Action spectrum for
DNA damage in alfalfa lowers predicted impact of ozone depletion. Nature, v. 358, p.
576-578, 1992.

QUINTERO, K.Y.C.; GUERRERO, |.E.P.; GUZMAN, J.C.T.; MARTINEZ, B.G.V.;
FELIX, A.V.; HERNANDEZ, G.A.G. Members of the nitronate monooxygenase gene
family from Metarhizium brunneum are induced during the process of infection to
Plutella xylostella. Appl. Microbiol. Biotechnol., v.104, p.2987-2997, 2020.

RANGEL, D.E.N.; ANDERSON, A.; BRAGA, G.U.L.; ROBERTS, D.W. Mutants and
isolates of Metarhizium anisopliae are diverse in their relationship between conidial
pigmentation and stress... J. Invertebr. Pathol., v. 93, p. 170-182, 2006a.

RANGEL, D.E.N.; ANDERSON, AJ.; ROBERTS, D.W. Evaluating physical and
nutritional stress during mycelial growth as inducers of tolerance to heat and UV-B
radiation in Metarhizium anisopliae conidia. Mycol. Res., v. 112, p. 1362-1372, 2008.

SCHMIEDER, R.; EDWARDS, R. Quality control and preprocessing of metagenomic
datasets. Bioinformatics, 27(6), 863-864.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btr026, 2011.

SONG, T.; ZHAO, J.; YING, S.; FENG, M. Differential Contributions of Five ABC

Transporters to Multidrug Resistance, Antioxidion and Virulence of Beauveria
bassiana, and Entomopathogenic Fungus. PLoS One, v.8, 2013.

63



ST. LEGER, R.J.; CHARNLEY, A.K.; COOPER, R.M. Cuticle-Degrading Enzymes of
Entomopathogenic Fungi: Synthesis in Culture on Cuticle. J. Invertebr. Pathol., v.48,
p. 85-95, 1986.

ST. LEGER, RJ.; BUTT, T.M.; STAPLES, R.C.; ROBERTS, D.W. Synthesis of
Proteins Including a Cuticle-Degrading Protease during Differentiation of the
Entomopahogenic Fungus Metarhizium anisopliae. Exp. Mycol., v.13, p. 253-261,
1989.

TRAPNELL, C.; ROBERTS, A.; GOFF, L.; PERTEA, G.; KIM, D.; KELLEY, D.R;;
PIMENTEL, H.; SALZBERG, S.L.; RINN, J.L.; PACHTER, L. Differential gene and
transcript expression analysis of RNA-seq experiments with TopHat and Cufflinks. Nat.
Protoc., 7(3), 562-578. https://doi.org/10.1038/nprot.2012.016, 2012.

WICKHAM, H. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag, New
York, http://ggplot2.tidyverse.org, 2016.

WU, X.; HART, H.; CHENG, C.; ROACH, P.J.; TATCHELL, K. Characterization of
Gaclp, a regulatory subunit of protein phosphatase type | involved in glycogen
accumulation in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Genet. Genomics, v.265, p. 622-635,
2001.

XIE, X.; LI, F.; YING, S.; FENG, M. Additive Contributions of Two Manganese-Cored
Superoxide Dismutases (MnSODs) to Antioxidation, UV Tolerance and Virulence of
Beauveria bassiana. PL0oS One, v. 7, 2012.

XIE, X.; GUAN, Y.; YING, S.; FENG, M. Differentiated functions of Rasl and Ras2
proteins in regulating the germination, growth, conidiation, multi-stress tolerance and
virulence of Beauveria bassiana. Environ. Microbiol., v.15, p.447-462, 2013.

ZIMMERMANN, G. Effect of High Temperatures and Artificial Sunlight on the

Viability of Conidia of Metarhizium anisopliae. J. Invertebr. Pathol., v. 40, p. 36-40,
1982.

64



CONCLUSOES GERAIS

1. O isolado utilizado neste estudo foi classificado taxonomicamente como M.
pingshaense;

2. Conidios, blastosporos e microesclerddios se mostraram tolerantes a radiacdo UV-B;
3. Os parametros bioldgicos de fémeas de R. microplus ndo tiveram alteracdo no grupo
tratado exposto a radiacdo UV-B em relacdo ao controle; a exposi¢cdo a UV-B interferiu

na viruléncia do isolado estudado.

4. As fémeas de R. microplus tratadas com blastosporos de M. pingshaense tiveram 12
dias de sobrevivéncia média;

5. A exposigdo a radiacdo UV-B por trés dias consecutivos inviabiliza metade dos
blastosporos do isolado LCM S10.

6. A andlise de expressdo diferencial identificou 728 DEGs (7,28% dos genes
expressos);

7. Foram identificados 320 genes induzidos (up-regulated) e 408 suprimidos (down-
regulated) na presenca de UV-B.
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CONSIDERACOES FINAIS

O sucesso do controle bioldgico passa pelos estudos que nos permitem entender
quais sdo as implicacBes no uso de fungos entomopatogénicos. Dentre todos os fatores
bioticos e abioticos que estdo envolvidos no processo de interacdo parasito-hospedeiro,
podemos citar a radiagdo UV-B, que é um fator abidtico que aumenta os desafios para a
disseminacéo do uso de fungos entomopatogénicos no controle de artropodes.

As questbes aqui levantadas mostram como a radiacdo afeta diretamente
propagulos do isolado LCM S10 de Metarhizium pingshaense e o entendimento de
como estes propagulos respondem a UV-B podem fornecer ferramentas criticas para
melhorar o sucesso do controle bioldgico.

Para o isolado estudado aqui, blastosporos e microesclerédios se mostraram
muito tolerantes a UV, alcangando 100% de viabilidade ap0s exposicéo a radiacdo UV.
Porém, quando blastosporos sdo expostos a mesma fluéncia de radiacdo, por trés dias
consecutivos, esta viabilidade diminui para quase a metade. Isto nos mostra o efeito
negativo que este fator tem sobre os propagulos.

Mesmo com quase 50% dos blastosporos do isolado LCM S10 de M.
pingshaense morrendo apos a radiagdo UV, podemos observar que os blastosporos que
sobreviveram foram capazes de alterar os parametros bioldgicos da mesma forma que os
blastosporos que ndo foram expostos a UV. A Unica diferenca foi o percentual de
controle, um parametro importante quando falamos de controle bioldgico, pois impacta
diretamente o uso do isolado fungico a campo. Neste caso, o percentual de controle do
isolado LCM S10 de M. pingshaense exposto a UV foi muito baixo, em torno de 13%,
inviabilizando o uso deste isolado a campo.

Neste estudo, podemos analisar também como os blastosporos do isolado LCM
S10 de M. pingshaense se comportam geneticamente ap0s receber uma Unica vez a
radiacdo UV. Podemos perceber que varios genes foram alterados, sendo induzidos ou
suprimidos. Genes ligados a penetracéo fungica, no inicio do processo de infeccdo, bem
como genes ligados a viruléncia e ao reparo de DNA foram induzidos. J& genes ligados
ao transporte de substancias, genes que participam da geracédo de energia, além de genes
que regulam o nivel de glicogénio foram suprimidos.

Todas essas informagOes reunidas nos fornecem uma perspectiva de uso de
fungos entomopatogénicos no controle bioldgico. Todos os mecanismos relativos ao
desenvolvimento fungico sdo importantes para o0 aprimoramento de técnicas e
formulagdes que utilizam algum propagulo fangico no controle de pragas. E este
trabalho contribui para o avanco de novos estudos no campo da parasitologia e do
controle bioldgico.

66



ANEXOS

Anexo 1: Resumo de 47 artigos publicados revisados por pares sobre a influéncia da radiacdo ultravioleta em Metarhizium spp.

Espécies

M. anisopliae

M. flavoviride

Metarhizium sp.; M.

anisopliae e M.
flavoviride

Tipo de

Radiacao Fluéncia Propéagulo

Conidios de meio
artificial

UV-Ae UV-B 100 mW/cm:

Conidios de meio
artificial formulados
ou ndo em 6leo

0,12,10,32¢

Uv-B 84.0 J s'm

UV-A, UV-Be
comprimentos
de onda longos

Conidios produzidos
por um método
difésico envolvendo
uma fase liquida e

1000 J s»

Parametro L
Principais resultados

Quanto maior o tempo de
exposicao (6, 12, 24
minutos) menor a
viabilidade conidial.
Atraso na germinagéo
observado com 48h de
incubacdo. Quanto maior a
exposi¢do, menor o
comprimento da hifa.
Morte e atraso na
germinacdo. Conidios
formulados em éleo
germinaram mais do que
conidios expostos em
agua. Os conidios
formulados em 6leo
acrescido de 1% de
oxibenzona germinaram 4
vezes mais que conidios
formulados em 6leo.
As menores germinacdes
apos 4, 8, 16 e 24h foram
60,7; 318; 17,3 e 9,6%,

Germinacao
Relativa;
Comprimento da
hifa

Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa

Referéncia

Zimmermann

etal., 1982

Moore et al.,
1993

Morley-Davis
etal., 1995

respectivamente. Apenas
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M. anisopliae

M. robertsii

M. album; M.
anisopliae;
M. flavoviride; M.
taii

Nao

UV-Ae UV-B ]
informado

6,6 e

Uv-B 17.3 kd/m:

3,3a19,9
kd/m: (920
mW m=) e
4,3a259
kJ/ m= (1200
mwW m-)

uVv-B

uma fase sélida.

Conidios de meio
artificial formulados
ou ndo em 6leo

Conidios de meio
artificial

Conidios de meio
artificial

um isolado apresentou
germinacdo >50% apds
24h de exposicéo.
Quanto maior o tempo de
exposicao, menor a
germinacgdo dos conidios.
Alguns adjuvantes, quando
adicionados a suspensdo
fangica, aumentaram

Germinagao e
Relativa S|gAn|f|_cat|vamer]te_ a
tolerancia dos conidios a
radiacdo. Houve
diminuigdo da viabilidade,
atraso na germinacéao foi
maior durante a exposi¢éo
a maior irradiancia.
Diminuicao da
Viabilidade; viabilidade; reducdo do
Germinacao tempo letal; araso na
Relativa e germinacao foi maior
tempo letal durante a exposicédo a
maior irradiancia.
A exposicdo a ambos os
espectros completes
Viabilidade e reduziu a capacidade de
germinacao cultivo de todas as cepas.
relativa A exposicdo a UV-B

retardou a germinacao dos
conidios sobreviventes.

Alves et al.,

1998

Braga et al.,

2001a

Bragaetal.,

2001b
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M. anisopliae

M. anisopliae

M. robertsii

uv-B

UV-A solar e
uv-B

UV-Be luz
solar

3,3a26,4
kJ/ m= (900
mwW m-) e
4,3a34,6
kJ/ m: (1200
mwW m=)

567 a 629
mW m=(luz
solar de
amplo
espectro) e
189 a 210
mW m-
(UV-A solar
ao meio-dia)

3,3,6,6, ¢
13,2 kJ/ me
Ou sob a luz
solar

Conidios de meio
artificial

Conidios de meio
artificial

Esporos e fungos
germinados (micélio
apos 20h ou 24h de

crescimento

Viabilidade;
crescimento da
colénia; tempo

letal e
germinacao
relativa.

Viabilidade e
germinagao
relativa

Germinacdo e
atividade
enzimatica

O aumento da irradiancia
causou diminuicéo da
viabilidade e reduziu o

TLso. As colbnias fungicas
apresentaram atraso no
desenvolvimento e alta

heterogeneidade tanto na
forma quanto no tamanho.

Quanto maior o tempo de

exposi¢do, maior o atraso

na germinagéo.

Braga et al.,
2001c

Quanto maior o tempo de
exposi¢do, menor o
percentual de viabilidade.
Atraso na germinagéo dos
conidios sobreviventes de
todas as cepas.

Braga et al.,
2001d

ARSEF 324 foi mais
tolerante do que ARSEF
2575. A exposicdo a UV-B
reduziu a atividades de
isoenzimas exibindo
atividades de catalase-
peroxidase e glutadiona
redutase em 2575 mais do
que em 324.

Miller et al.,
(2004)

69



M. robertsii

M. anisopliae

M. anisopliae; um
mutante espontaneo e
mutantes obtidos pela

exposicdo dos
conidios a radiacao
UV-B.

M. anisopliae

uVv-B

UVv-B

UV-Ae UV-B

uv-B

Conidios de meio

2,8,55,8,3 artificial ou de
e 11,1 kJ/ mz X :
cadaveres de insetos
Conidios de meio
2.8:55: 83 artlggls/lleelaerr\r; aﬁjt;ltos
e 11,1 kJ/ m: ANOp
sanguinipes
infectados
Conidios de varios
mutantes de cor de
6,5 kJ/ m: Metarhizium sp.
cultivados em meio
artificial
7,04 KJ/ m: Conidios de varios

meios artificiais

Viabilidade

Viabilidade e
Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa

Conidios de cadavers de
insetos germinaram mais
lentamente do que aqueles
de culturas em meio
artificial.

A tolerancia a radiacéo
UV-B de conidios
produzidos em meio
artificail ndo diferiu da
tolerancia de conidios
crescidos em cadaveres de
insetos.

Os conidios de todos os
mutantes foram inativados
apos a exposicao a UV-B,
exceto os conidios dos
mutantes amarelos DWR
069 e DWR 142. Mutantes
com conidios broncos
foram mais sensiveis a
radiacdo ultraviolet solar
simulada do que mutantes
com conidios roxos,
seguidos por conidios
amarelos, que foram mais
sensiveis do que a cepa
selvagem.

Os conidios produzidos
em meio minimo (MM)
com fontes de carboo nao

Rangel et al.

2004

Rangel et al.,

2005

Braga et al.,

2006

Rangel et al.,

2006a
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M. anisopliae: cepa

preferidas ou em MM
apresentaram tolerancia a
UV-B pelo menos duas
vezes mais do que
conidios produzidos em
meio BDAY.

Os mutantes de cor de
ARSEF 23 foram menos
tolerantes a radiacdo UV
do que os conidios da cepa

selvage e mutantes; UV-A, UVB ¢ o : o selva_lgem. A cor teve
M. robertsii: cepa’ Iu_z v!swel 714 K3/ v Conldlqs_ d_e meio Germm_a(;ao menos impacto no ARSEF  Rangel et al.,
selvage e mutantes e (rao!lagao solar ’ artificial Relativa _2575 e seus mutantes. Os 2006b

M. acridum simulada) tipos selvagens de ARSEF

' 23 e ARSEF 2575 foram

igualmente tolerantes a

UV-A, mas diferiram na

toleréncia a UV-B.

Conidios produzidos sob

estresse nutricional foram

duas vezes mais tolernates
169 mW m- a radiacdo UV-B do que os

. (UV-A); Conidios de meio Germinacao conidios produzidosem  Rangel et al.,
M. anisopliae UV-AeUV-B 7,04 kJ/ m: artificial Relativa meio rico em nutrientes. A 2008
(UV-B) toleranciaa UV-B
aumentou com 0 aumento
da concentragéo de sal no
meio artificial.
Né&o Conidios formulados
M. anisopliae Ul\J/VACLz;i)(?ae informado . em agua ou em azeite Viabilidade O azelte de olivae os dols  Hedimbi et
400 nm) Exposigéo com dois protetores protetores solargs_ al., 2008
por 0,1, 2,3, solares. protegeram os conidios
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Metarhizium spp. UV-Ae UV-B

M. acridum; M.
robertsii tipo
selvagem e um
mutante albino

uv-B

M. robertsii e seus UV-B seguido
mutantes de
interrompidos fotorreativacao
AMrphrl,AMrphr2,e  ou irradiacdo
AMrphrlAMrphr2 solar

4, e 5h

0,005a1,1J

cm: (UV-B)

e1,0a18,0J
cm-

0,9:1,8; 3,6
e 5,4 kJ/ m:

6, 10, 20, e
30 nW/cm:

Conidios

Conidios de meio
artificial

Conidios

Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa;
frequéncia de
dimeros de
pirimidina de
ciclobutano
(CPD)

Germinacao
Relativa

contra os raios UV

Os isolados testados foram

mais sensiveis a UV-B do
que a UV-A. A
mortalidade de pulgdes
causada pelos isolados
aumentou

significativamente com a

diminuicdo das doses de
UV-B.

Atrasos na germinacao
estdo diretamente
relacionados as doses de
UV e as frequéncias de
CPD. A frequéncia de
CPDs no mutante albino
foi aproximadamente 10
vezes maior do que na
cepa verde ap0s uma
fluéncia subletal de 1,8
kJ/m? de radiagéo UV.

Na dose mais baixa, a UV
atrasou significativamente
a germinacéo de
AMrphrlAMrphr2 e
AMrphrl, mas néo teve
impacto em AMrphr2. A
fotorreativagcdo aumentou
as taxas de germinacao da

Yao et al.,
2010

Nascimento
etal., 2010

Fang;
St.Leger
(2012)
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cepa selvagem e dos
mutantes de disrupcao
simples.

A estabilidade dos
conidios irradiados
aumentou

M. anisopliae UV-Ae UV-B 7,2 kJ/me Conldlqs_ d_e Melo Germln'agao significativamente quando Legrand et
artificial Relativa ‘s al., 2013
0s conidios foram secos
antes da exposicéo aos
raios UV.
As porcentagens de
germinacdo de M.
Conidios oriundos de anisopliae em todas as
nematoides formulagdes ndo foram
formulados em po significativamente
L UV-Be luz 509,33 a molhével usando f it_)ra Germinacao afetadas quanq()_ eXp.OStftS 4 Loong et al.,
M. anisopliae de trigo, goma arabica . luz solar ou a irradiacao
solar 605,05 W m> . . ) Relativa 2013
e caulim, p6 molhéavel UV-B por 1h ou por
mais 10% de Tinoal periodos prolongados de
LPW ou conidios exposicao (4-12h). Apos
mais 6leo de palma. 24h, todos os conidios
estavam inviaveis, excetos
os do grupo controle.
UVv-Be 1,0 W m=
inducao de luz UV-B); e . A Coldias previamente .
M. acridum (t();ranco, 5(,3 W % M'Cellpf.d? rlnelo Sob_re[\)/_ll\_/gngla € expostas a 2h de luz Br?n;glllézt
vermelho e (luz branca), artiticia viabiidade branca ou azul/UV-A al.
azul/lUVv-A) 54 W m- (luz apresentaram maior
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M. anisopliae e seu
mutante MAUV-40.1

M. anisopliae

M. anisopliae

vermelha),
60 W m-
(azul/UV-A)

UV-A 120 J cm:

0,69, 2,075,
4,15, 8,3,
12,45 e 16,6
kJ/mg

UVv-B

0,1e0.2]
cm-

uv-B

Conidios de meio
artificial

Conidios de meio
artificial

Conidios isolados de
cadaveres de acaros

Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa

tolerancia e maior retardo
de crescimento apés
exposicdo a UV-B, ao
contrario de coldnias
mantidas no escuro ou
expostas a luz vermelha.

A exposicdo a UV por 40
minutos reduziu a
germinacao na cepa
selvagem, mas ndo teve
efeito no mutante.

As telas de fibra de vidro
ndo alteraram a
germinacao dos conidios.
N&o houve impacto da
UV-B na atividade
adulticida de M.
anisopliae e na
conidiogénese em
cadaveres de Aedes

aegypti.

Os isolados de \M.
anisopliae exibiram taxas
de germinacéo abaixo de

25% ap0s exposicdo de 0,1
Jem2. Ap6s uma fluéncia
maior, ndo houve

Zhao et al.,

2016

Falvo et al.,

2016

Shinetal.,

2017
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germinag&o de conidios.

Taxas de germinacao
abaixo de 30% e baixas
taxas de recuperacdo de

conidios foram observadas

para todas as cepas. O

. Conidios de meio Germipagéo tempo de exposicao para o .
M. guizhouense; M. e relative, - Fernandez-
artificial e de L adulto de Ceratitis
robertsii; M. uv-B 1200 mW m= . : viabilidade e . L Bravo et al.,
diferentes habitats . capitata atingir uma
brunneum . crescimento da < 2017
(solo, filoplano) colonia reducdo de 50% na
mortalidade foi de 47,2h,
mais do que 0 necessario
para uma reducao de 50%
na viabilidade dos
conidios, que foi de 5,6h.
Conidios de meio A germinacdo dos
. o N conidios expostos a .
T Simulador solar artificial com Germinacao SR . Mochi et al.,
M. anisopliae g 1000 W m- . radiacdo foi influenciada
artificial fotoprotetores Relativa 2017
X A pelos fotoprotetores e
lipossoluveis N .
concentrages utilizadas
8,01 al16,82
kJ/m:. O M. acridum ARSEF 324
M. robertsii; M. Radiacsio solar isolados de apresentou a maior
acridum; M. artif?cial e M. acridum Conidios de meio Germinacao tolerancia a radiacéo; M. Dias et al.,
brunneum; M. amplo especto foi exposto artificial Relativa brunneum ARSEF 1187, 2018
anisopliae P P as doses de M. robertsii ARSEF 2575
17,62 a e M. anisopliae ARSEF
28,83 kJ/me 5749 tiveram toleréncia
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M. acridum e M.

robertsii

M. anisopliae

M. acridum e M.
robertsii

M. anisopliae s.s.

uv-B
E luz branca

UVv-B

uv-B

Radiacdo solar
artificial de

39¢e6,24

kd/m: (UV-
B) e 16 Klux
(luz branca)

0,657 a
15,768 kJ/m:

7,14 k/m:

0,7,1,3e 26

Conidios de meio
artificial [batata
dextrose Agar (BDA),
BDA suplementado
com extrato de
levedura a 1%
(BDAY)]
suplementado ou nao
com riboflavina (Rb)

Conidios de meio
artificial

Conidios de meio
artificial

Conidios

Germinacao
Relativa e
expresséao

génica

Germinacao
Relativa

Germinacao

Relativa

Germinacao
Relativa

moderada

A germinacéo relative dos
conidios produzidos em
BDA+Rb ou em BDAY

foi maior em comparacao

aos conidios cultivados em
BDA sem Rb, ou aos
conidios suspensos em
solugédo de Rb
imediatamente antes da
exposicao a UV-B.

Pereira-
Junior et al.,
2018

A viruléncia de conidios
contra larvas de Segundo
instar de Aedes aegypti
néo foi afetada por
nenhum dos niveis
testados de radiacdo UV-
B.

Falvo et al.,
2018

M. acridum ARSEF 324
foi duas vezes mais
tolerante a radiacdo UV-B
do que os isolados de M.
robertsii.

Rangel;
Roberts, 2018

As fluéncias de 0,7¢e 1,3

Acheampong
kJ/m? n&o foram
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M. anisopliaes.|.

Produto comercial
Real Metarhizium 69

M. robertsii

M. acridum e seu
mutante AMaCdc14

amplo espectro

Irradiacéo solar
simulada

uv-B

kJ/m:

3,5a75kJ
mz

1350 mW/m-

Conidios cultivados
no escuro em BDA ou
estresse nutritivo ou
sob diferentes luzes
continuas (branca, luz
azul de baixa
irradiancia, luz azul
de alta irradiancia, luz
verde e luz vermelha)

Conidios

Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa

prejudiciais aos isolados et al. (2019)
24h apos as exposicoes. A
germinacao relativa foi
marcadamente atrasada
(menos de 5%) 24h apos a
exposicao a 2,6 kJ/m?,
exceto para conidios do
produto comercial.

Os conidios produzidos
sob estresse nutricional no
escuro foram o0s mais
tolerantes a UV. Os
conidios produzidos sob
luz azul de baixa
irradiancia foram os
segundos mais tolerantes Dias et al.
seguidos pela luz branca. (2019)
Os conidios produzidos
sob maior irradiancia azul,
verde e vermelho foram os
menos tolerantes aos raios
UV e menos tolerantes do
que os conidios
produzidos no escuro.

Um aumento na tolerancia
a UV-B foi observado no
mutante AMaCdc14, em
comparacao com a cepa

Gaoetal.,
2019
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28,8, 57,6,
86,4, 100,8
kd/me (UV-
; UV-A, radiagéo A); 34,5,
M aforgglrjg]if M. solar filtradae 68,9, 103,35,
luz branca 137,8 kJ/m-
(luz solar
filtrada); 16
Klux (WL)
M. robertsii, M.
anisopliae e M. UV-B 14a81
i kJ/mg
acridum
M. acridum e seu
mutante AMaPepDA UV-B 1350 mW/m
M. robertsii e seu UV-B 100 e

mutante AMrGpal

Conidios de meio
artificial
suplementado ou néo
com riboflavina

Conidios e

blastosporos

Conidios

Conidios de meio
artificial

Germinacao
Relativa e
padrdes de

expressao de

alguns genes
relacionados a
fotoprotecgéo

Viabilidade

Germinacao
Relativa e
padrdes de

expressao do

gene MaPepDa

Germinacao
Relativa

selvagem

A ribofavina aumentou a
tolerancia a UV-A de
ambos os isolados, bem
como aumentou a
transcrigéo de fotoliases,
lacases e policetideos
sintase.

Os conidios de M. acridum
sobreviveram por mais
tempo e tiveram uma taxa
de inativacdo mais lenta
do que os blastosporos.
Conidios e blastosporos de
M. robertsii e M
anisopliae foram
igualmente tolerantes a
radiacédo UV-B.

O gene MaPepDA afetou
negativamente a tolerancia
a UV-B. AMaPepDA teve
40% e 18% de germinacao
apos 3h e 4,5h de
tratamento a UV-B,
respectivamente, o que foi
significativamente maior
do que na cepa selvagem.
A interrupcgédo de MrGpal
resultou em diminuicdo da

Huarte-
Bonnet et al.,
2020

Bernardo et
al., 2020

Li etal., 2020

Tong et al.,
2020
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M. acridum e seus
mutantes AMacwh1,
AMacwh43

M. acridum; M.
robertsii; M.
anisopliae; M.
pingshaense;
Metarhizium sp.

M. robertsii e seus
mutantes Awcl and

uUVv-B

uv-B

uvVv-B

1350 mW/me

4,0 kd/m:

0,1a0,5J
cm-

Conidios de meio
artificial

Conidios de meio
artificial,
suplementado ou nédo
com 6leo mineral;
conidios misturados
com 3 tipos diferentes
de solo; blastosporos
e microesclerddios.

Conidios de meio
artificial

Germinacao
Relativa;
padrdes de
expressao do
gene da
fotoliase phrle
do gene da
endonuclease
UV uve-1

Germinacao
Relativa e
viabilidade

Conidiacéo e
taxa de

sensibilidade fungica a
irradiacdo UV. Em
comparacgao com a cepa
selvagem as taxas de
germinacao de AMrGpal
apos 16h aumentaram
83%, mas apenas 8% apds
24h.,

AMacwhl and AMacwh43
mostraram uma
diminuig&o significativa
na tolerancia a radiacao
UV. O gene da fotoliase
phrl e o gene da
endonuclease UV uve-1
foram significatvamente
sub-regulados em
AMacwh43 and AMacwhl
versus a linhagem do tipo
selvagem.

N&o foi possivel prever
qual tipo de propagulo
seria 0 mais tolerante a
UV-B para cada isolado
fangico. Em geral, 0s
conidios misturados com o
solo irradiado produziram
um numero semelhante de
col6énias aos conidios do
solo ndo exposto.
Ambos os mutantes foram
severamente

Suetal.,
2020

Corval et al.,

2021

Peng et al.,

2021
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Awc2

M. anisopliae; M.
robertsii; M.

brunneum

M. robertsii

M. anisopliae

uUVv-B

uv-B

uvVv-B

4,76, 9,52,
14,28 e
19,04 kJ/m:

2,31a23,10

kJ/m:

0,65a7,8
kJ/ m:

Conidios de meio
artificial

Pellets miceliais e
microesclerddios

Conidios e
microesclerddios

crescimento

Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa

Germinacao
Relativa

comprometidos quanto a
resisténcia dos conidios a
radiacdo UV-B. As
proteinas WC1 e WC2
interagem para formar um
fator de resgate responsivo
a luz, regulando a fotoliase
necessaria para a
resisténcia a radiacéo UV.
Ap0s 4h de exposicdo, as
taxas de germinagdo foram
superiores a 70% para
todos os isolados. Apds 6h
de exposicdo, a amioria
dos isolados apresentou
declinio na germinacéo
dos conidios. Apos 8h de
exposicao, nove isolados
apresentaram germinagao
abaixo de 5%.
A producéo de conidios
diminuiu de maneira
dependente do tempo. A
radiacdo UV-B afetou a
esporogénese dos
microesclerddios. A
susceptibilidade dos
grénulos miceliais foi
maior do que a dos
microesclerddios.
A viabilidade dos conidios
comecou a diminuir

Couceiro et
al., 2021

Paixao et al.,
2021

Santos et al.,

2021
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M. brunneum; M.

robertsii; M.
anisopliae

M. anisopliae

M. brunneum; M.

robertsii

uv-B

UVv-B

UVv-B

35a75
kJ/m:

N&o
informado

1200 mWm-

Conidios de meio
artificial

Conidios de meio
artificial

Microesclerddios no
solo

Germinacao
Relativa

Viabilidade

Germinacao
Relativa

abruptamente na fluéncia
de 3,9 kJ/m?; os
microesclerddios
mostraram-se mais
tolerantes que os conidios
e sua viabilidade comecou
a diminuir na fluéncia de
10 kJ/m?2.
O crescimento micelial
sob luz branca constant
aumentou a tolerancia a
radiacdo UV nos conidios
do isolado M. robertsii. O
crescimento micelial sob
estresse nutricional
induziu um aumento da
tolerancia a UV nos
conidios.

Todos os isolados testados
foram afetados pela
irradiacdo UV-B com
taxas variaveis de
sobrevivéncia.

Nao houve efeito
significativo da exposicao
de microesclerddios a UV-
B na germinacéo e
rendimento de UFC dos
isolados.

Dias et al.,
2021

Sutanto et al.,
2022

Yousef-
Yousef et al.,
2022
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Anexo 2: Protocolo do Kit de Extracdo de RNA Total — Rneasy Mini Kit - Qiagen

Antes de iniciar a extracéao:
A. B-mercaptoetanol (B-ME) deve ser adicionado ao tampdo RLT antes do uso.
Adicionar 10 pl de B-ME para 1 mL de tampdo RLT. Recomenda-se 0 uso de
600 pl de tampdo para cada amostra.

Extracao:

1. Adicionar 600 pl de tampao RLT, ja com B-ME em tubos de 1,5mL.

2. Adicionar a amostra.

3. Centrifugar o lisado por 3 minutos a 18.000g

4. Remover o sobrenadante com a pipeta e transferir para um novo tubo de 1,5mL.

5. Adicionar um volume igual do sobrenadante de etanol a 70% com DEPC,
homogeneizar imediatamente por inversao e ir para a préxima etapa.

6. Transferir 700 pl da amostra para coluna de silica com tubo coletor de 2mL.
Centrifugar por 30 segundos a 8.000g, descartar o liquido e reutilizar o tubo. *Se
0 volume da amostra exceder 700 pl,repita 0 passo 6

7. Adicionar 700 pl do tamdo RW1 na coluna. Centrifugar por 30 segundos a
8.000q, descartar o liquido e reaproveitar o tubo.

8. Adicionar 500 pl do tampdo RPE na coluna. Centrifugar por 30 segundos a
8.000qg, descartar o liquido e reutilizar o tubo.

9. Adicionar 500 pl do tampdo RPE na coluna. Centrifugar por 2,15 minutos a
8.000g, descartar o tubo coletor junto com o liquido e colocar a coluna em um
novo tubo de 2mL.

10. Centrifugar a 8.000g por mais 1 minuto para secagem da silica, invertend a
posicao da coluna em 180° na centrifuga.

11. Colocar a coluna em um novo tubo de 1,5mL. Adicionar 50 pl e RNase-free
water diretamente na membrana da coluna e centrifugar por 1 minuto a 8.000g.
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Anexo 3:

Contagem de leituras sequenciadas, apds remocao de adaptadores de sequenciamento e remocdo de

bases e sequéncias de baixa qualidade, separadas com bibliotecas com leituras pareadas (*'Leituras HQ

(PE)") e leituras que perderam seus pares durante o processamento (“Leituras HQ (SE R1/R2)").

Leituras ) ) )
. Sem Sem bases e sequéncias de  Leituras Leituras
Sequencia ] ]
Amostra d adaptadores baixa qualidade HQ HQ
as

PE PE SER1 SE R2
(PE) (PE) (PE) ( ) )
CTR1 12.067.090 12.066.612 11.387.444 289.326  208.383
CTR2 12.963.598 12.963.404 12.376.447 257.608  189.565
CTR3 11.463.871 11.463.482 10.912.505 245233  112.422
uvi 12.008.768 12.008.731 11.336.856 297.842  192.746
uv2 11.799.179 11.799.124 11.172.738 256.377  193.122
uvs3 12.080.394 12.080.184 11.541.795 228.264  181.805
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Anexo 4:

Contagem de leituras mapeadas contra 0 genoma de referencia Metarhizium robertsii ARSEF
23. Sdo descritas as sequéncias que mapearam de forma Gnica e multipla, também aquelas
que ndo foram mapeadas. As porcentagens referem-se a proporgdo de leituras de boa

qualidade (pds-processamento) mapeadas.

Mapeamento Unico Mapeamentos Multiplos N&o Mapeado

Amostra
(PE + SE) (PE + SE) (PE + SE)

CTR1 7.248.491 (60,99%) 4.633.686 (38,99%) 2.976 (0,03%)
CTR2 8.717.577 (67,98%) 4.103.174 (32,00%) 2.869 (0,02%)
CTR3 7.742.276 (68,70%) 3.526.382 (31,29%) 1.502 (0,01%)
uvl 7.048.345 (59,59%) 4.775.899 (40,38%) 3.200 (0,03%)
uv2 7.028.707 (60,48%) 4.590.561 (39,50%) 2.969 (0,03%)

uv3 7.275.685 (60,87%) 4.672.910 (39,10%) 3.269 (0,03%)




Anexo 5:

catalytic activity, acting on a nucleic acid {G0:0140640 - Lv. 2) 4 L
ATP hydrolysis activity (GO:0016887 - Lv. 7)1 -log10 (P-value)
ATP-dependent activity (GO:0140657 - Lv. 1)1
catalytic activity, acting on RNA {G0:0140098 - Lv. 3) 4.0
inorganic molecular entity transmembrane transporter activity (GO:0015318 - Lv. 3} 4 35
mMRNA binding (GO:0003729 - Lv. 5) 2.0
active transmembrane transporter activity (G0:0022804 - Lv. 3)7 @
catalytic activity, acting on DNA (GO:0140097 - Lv. 3) - 2.5
primary active transmembrane transporter activity (GO:0015399 - Lv. 4) 4 2.0
ATPase-coupled transmembrane transporter activity (GO:0042626 - Lv. 5) 4 15
membrane-bounded organelle (GO:0043227 - Lv. 3) 1
intracellular membrane-bounded organelle (GO:0043231 - Lv. 4) 1
0 nucleus (GO:0005634 - Lv. 5)
E nuclear lumen {GO:0031981 - Lv. 5) 4 Category
a', bounding membrane of organelle (GO:0098588 - Lv. 4) Molecular function
- nucleolus (GO:0005730 - Lv. 5)4 ®
8 organelle envelope (GO:0031867 - Lv. 3) 4 Cellular component

envelope (GO:0031975 - Lv. 2) 1

fungal-type vacuole (GO:0000324 - Lv. 7)+

storage vacuole (GO:0000322 - Lv. 6) 4

organic cyclic compound metabolic process (GO:1801360 - Lv. 3) 1
cellular aromatic compound metabolic process (GO:0006725 - Lv. 3) 4

Biological process

) N. of URGs
heterocycle metabolic process (GO:0048483 - Lv. 3) 4
nuclecbase-containing compound metabolic process {GO:0006139 - Lv. 4) 4 ® 25
nucleic acid metabolic process (GO:0090304 - Lv. 5) 4 .
RNA metabolic process (GO:0016070 - Lv. 6) . 50
ncRNA metabolic process (GO:0034660 - Lv. 7) ® . 75
RNA processing (GO:0006396 - Lv. 7) 4
ncRNA processing {(GO:0034470 - Lv. 8) 4 [ ]
ribosome biogenesis {(GC:0042254 - Lv. 5) [ ]

2‘5 5‘0 7‘5 HIJO
URGSs counts

Analise de enriquecimento de termos GO (Gene Ontélogo) dos genes induzidos (URGs) de
blastosporos de Metarhizium pingshaense em relacdo a exposi¢cdo a radiacdo UV-B. S&o
demonstradas as porcentagens de URGs nos 10 termos mais expressivos de cada categoria
funcional.
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Anexo 6:

catalytic activity {G0O:0003824 - Lv.

binding (GO:0005488 - Lv.

organic cyclic compound binding (GO:0097159 - Lv.
heterocyclic compound binding (GO:1901363 - Lv

ion binding (GO:0043167 - Lv.

transferase activity (GO:0016740 - Lv.

anion binding (GC:0043168 - Lv.

small molecule binding {(GO:0036094 - Lv.

catalytic activity, acting on a protein (GO:0140096 - Lv.
nucleotide binding {GQ:0000166 - Lv.

cellular anatomical entity (GO:0110165 - Lv.
intracellular anatomical structure (GO:0005622 - Lv.
cytoplasm (GO:0005737 - Lv.

cytosol (GO:0005829 - Lv.

mitochondrion (GO:0005739 - Lv.

plasma membrane {(GO:0005886 - Lv.

external encapsulating structure (GO:0030312 - Lv.
extracellular region (GQO:0005576 - Lv.

cell wall (GO:0005818 - Lv.

fungal-type cell wall (GO:0008277 - Lv.

cellular process (GO:0009987 - Lv.

metabolic process (GO:0008152 - Lv.

organic substance matabolic process (GO:0071704 - Lv.

cellular metabolic process (GO:0044237 - Lv.

primary metabolic process (GO:0044238 - Lv,

nitrogen compound metabolic process (GO:0006807 - Lv.
organonitrogen compound metabolic process (GO:1901564 - Lv.
biological regulation {GO:0065007 - Lv.

response to stimulus {GO:0050896 - Lv

organic substance biosynthetic process (GO:1901576 - Lv.

GO terms

1)1
231
2)1
2)4

3)
231
2)1
431

-log10 (P-value)

N W AR D

134
2)4
234

5)
3) 1
2)4
2}

434

Category
Malecular function
Cellular component

Biological process

1)1
1)1
2)
2}

2}
3) 1
1)1
1)1
31

N. of DRGs
® 40
@ =0
@
@

e

T T T T
40 80 120 160

DRGs counts

Anélise de enriquecimento de termos GO (Gene Ont6logo) dos genes suprimidos (DRGs) de

blastosporos de Metarhizium pingshaense em relagdo a exposicdo a radiacdo UV-B. Sdo

demonstradas as porcentagens de DRGs nos 10 termos mais expressivos de cada categoria

funcional.
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