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RESUMO

Ventura, F.F.Efeitos das condi¢bes de cultivo e desenvolvimentie um bioensaio de
toxicidade com o fungo bioluminescenteNeonothopanus gardneri 2015. 148 p.
Dissertacdo — Programa de Pds-Graduacdo em Quilmstéuto de Quimica, Universidade

de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Os fungos s@o decompositores primarios e, portamtapam uma posicao estratégica na
base da cadeia alimentar em diversos ecossistemasjndo os terrestres. Por tais
caracteristicas, estes organismos sdo de espet@absse na aplicacdo em bioensaios de
toxicidade. As metodologias com espécies bioluntmetes sao geralmente praticas,
economicamente viaveis e de facil aplicacdo. Airasim, os fungos naturalmente
bioluminescentes sdo ainda pouco estudados parapexiOsito, em comparacdo com 0S
organismos aquaticos, como as bactérias. Nestei@enapresente trabalho apresenta os
efeitos de diferentes condi¢cdes de cultivo sobrpedil de bioluminescéncia do fungo
Neonothopanus gardneribuscando o desenvolvimento de um bioensaio deidaxe
utilizando esta espécie.

Estudos preliminares foram destinados a reducdo va@acdo experimental, a
identificacdo de algumas das caracteristicas g#cias do organismo em cultura e, ainda, a
definicdo de procedimentos de analise e de ino&aldg micélio. Em seguida, a emissao de
luz foi monitorada variando as temperaturas dehacéo, o pH dos meios de cultura e as
concentracdes das fontes de carbono e de nitrgg&otadas como nutrientes. Identificou-se
que a incubacao a 30°C em meios com 2% de agadel®telaco de cana de acucar, 0,02%
de extrato de levedura e pH 6 resultou em um paefibioluminescéncia mais adequado ao
propésito de interesse, apesar de nao ter resuimdwior emissao de luz possivel.

Nestas condi¢des de cultivo, foi possivel desemralvn bioensaio de toxicidade. Para



isso, foi necessario avaliar o comportamento daelm#ida pelo micélio em contato tanto
com ar atmosférico quanto com alguns potenciaigedies, estabelecendo-se também o
tempo de exposicdo necessario para uma respostmandr fungoN. gardneriem contato
com solucdes de CU(50 mM) e fenol (10 mM). Neste caso, uma solucémag de Triton
X-100 na concentracao de 0,01% (m:v) tamponadadmdo 2-(N-morfolino)etano sulfénico
(MES, 50 mM, pH 5,7) foi adotada para diluir os rage toxicos, aos quais o micélio foi
exposto durante 24 horas.

Posteriormente, a metodologia foi aplicada paratestoxicidade de dois metais e dois
fendis (CU? Cd? fenol e 4-nitrofenol), obtendo-se respectivosored de EG
(concentracdo mediana efetiva) iguaiD®% + 0,09) mM; (8,0 + 0,5).1T0omM:; (1,7 + 0,3)
mM e (0,34 + 0,04) mM Entretanto, em experimentos paralelos, a queatdio
espectrofotométrica de fendis nos meios de cultdcou que os mesmos sao difundidos
homogeneamente pelo agar. Neste caso, os valor&Cgeseriam divididos por 6, para
considerar a diluicdo dos compostos pelos meios.

O bioensaio com a espédie gardneripossui vantagens, principalmente em relagcdo ao
comportamento reprodutivel da emissdo de luz, aiatensidade da bioluminescéncia, ao
crescimento rapido do micélio e a sensibilidade agentes toxicos testados. Considerando
tais caracteristicas, a metodologia desenvolvigaesenta um procedimento viavel em
bioensaios de toxicidade. Assim, a mesma pode genfesgcoada em trabalhos futuros e
aplicada em complemento com outros métodos ja debétos para outros organismos

terrestres ou aquaticos.

Palavras-chave:ecotoxicologia tropical, basidiomiceto, toxicidadie solo, fungicida, fenol,
metal.



ABSTRACT
Ventura, F.FEffects of culture conditions and development of aoxicity bioassay with
the bioluminescent fungiNeonothopanus gardneri2015.148 p. Masters thesis - Graduate

Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Univdage de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Fungi are primary decomposers, thus occupying atesfic position at the base of the
food chain in many ecosystems, including terrestmees. Due to such characteristics, these
organisms are of special interest to toxicity b#@gs. Bioluminescent-based methods are
usually practical, economically viable and easy perform. Nevertheless, naturally
bioluminscent fungi are still poorly studied inghiespect, compared to aquatic organisms like
bacteria. In the above mentioned scenario, thikwoesents the effects of different culture
conditions on the bioluminescence profile of thegusNeonothopanus gardneraiming at
the development of a toxicity bioassay using tpiscses.

Preliminary studies were intended to reduce expartal variation, identify some of the
intrinsic characteristics of the organism in cutuand also to define the procedures for
analysis and mycelium inoculation. Following tHight emission was monitored varying the
incubation temperatures; the culture media pH &edconcentrations of carbon and nitrogen
nutrient sources. It was identified that the indidraat 30°C in culture media containing 2%
agar, 1% sugar cane molasses, 0.02% yeast extichgtHh 6 resulted in the most appropriate
bioluminescence profile for the purpose of interafthough it has not resulted in the higher
light emission.

Under these culturing conditions, it was possiblelévelop a toxicity bioassay. To this
end, it was necessary to assess the behaviorhifdigission from the mycelium in contact
with both atmospheric air and some potential dilsgalso establishing the exposure time

required for a maximum response Nf gardneriin contact with Ctf (50 mM) and phenol



(10 mM) solutions. In this case, an aqueous salubbTriton X-100 in the concentration of
0.01% (w:v) buffered with 2-(N-Morpholino)ethanefeumic acid (MES, 50 mM) was chosen
to dilute the toxic agents, to which the myceliumsvexposed for 24 hours.

Thereafter, the methodology was applied to testtthxécity of two metals and two
phenols (Ctf, Cd, phenol and 4-nitrophenol), obtaining respectiv@dvalues (median
effective concentration) equal t6,63 + 0,09) mM; (8,0 + 0,5).10mM; (1,7 + 0,3) mM e
(0,34 £ 0,04) mM Meanwhile, in parallel experiments, the spectatpmetric quantification
of phenols in culture media indicated that theyearenly diffused through agar. In this case,
the EGovalues would be divided by 6, in order to consither dilution of compounds by the
media.

The toxicity bioassay witiN. gardnerispecies has advantages, manly in relation to the
reproducible behavior of light emission, high irdiéy of bioluminescence, rapid growth of
mycelium and sensitivity to the tested toxic aged@ensidering these characteristics, the
developed methodology represents a viable procedare a toxicological bioassay.
Accordingly, it can be improved in future work apdrformed in addition to other methods

already developed for other terrestrial or aquatganisms.

Keywords: tropical ecotoxicology, basidiomycete, soil toxycitungicide, phenol, metal.
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13
1 INTRODUCAO
1.1 Fungos: aspectos gerais e importancia

Os fungos constituem um grupo amplo e diversificaldo organismos eucariontes,
aclorofilados e pluricelulares - com algumas exesgie espécies unicelulares, como é o caso
das leveduras. Uma vez que ndo sado capazes dezprodoroprio alimento, os nutrientes
necessarios para seu crescimento e sobrevivénoidigéamente obtidos por meio da
decomposicdo de matéria organica morta (espécigotsHicas), pela acdo parasitaria
(espécies patdgenas ou parasitas) ou como decardmcelacdes simbidticas com plantas e
animais. A absorcdo desses nutrientes ocorre atdag membranas e paredes celulares dos
fungos, sendo estas formadas principalmente pdinguie/ou, mais raramente, celulose) em
combinacdo com uma grande diversidade de composg@sicos complexos — entre eles,
outros polissacarideos, lipidios e proteinas (SA@&006, Gupta 2004, Carris et al. 2012).

O habitat destes organismos é amplamente divexddice varia de acordo com a
especificidade das espécies, que em alguns caslesnpse desenvolver até em ambientes
aparentemente desfavoraveis para a sua sobreway&mino rochas (Gadd 2007, Gupta
2004). Ainda assim, os fungos crescem prefereneidenem solos, onde ha, naturalmente,
maior quantidade de matéria organica, em ambi@stsos e Umidos (Sharma 2006).

Excetuando-se algumas espécies mais primitivagrasounicelulares, a maior parte dos
fungos - incluindo a espécie de interesse neshmllva - possui morfologia filamentosa,
desenvolvendo-se a partir das hifas: filamentogdene ramificados, de estrutura tubular
(cilindrica). O conjunto de hifas forma o micélgque além de ser o responsavel pela fixagdo
em substratos e auxiliar na alimentagdo, contéraresypara reproducédo (Walker & White
2005).

Sob as condigbes ambientais adequadas, tendo smauiksponibilidade de nutrientes e

de acordo com as caracteristicas da espécie, pgscde frutificacdo (cogumelos) originam-
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se da reproducdo sexuada, que envolve, de formal, gerfusdo de células hapldides
sexualmente compativeis e posterior meiose (Grif®94, Ferreira 2005). No caso mais
especifico dos fungos basidiomicetos, grupo no sifio inseridos todos os fungos
bioluminescentes, hd a formacédo de basidiésporspofes sexuados) no interior das
estruturas reprodutivas dos cogumelos (basidios)géyminarem, os basidsporos resultam
em novas hifas hapléides que, ciclicamente, podeproduzir-se assexuadamente para
formacgao de mais hifas — principalmente por fragagio e esporulagdo - ou sexuadamente,
originando novos corpos de frutificacao (Griffin949 Ferreira 2005). Estes, por sua vez, tém
como principais estruturas o pileo, a estipe eaaelas, onde ficam localizados os basidios

(Figura 1).

Figura 1: Principais estruturas que constituem os fungosifa; B: micélio, C: lamelas, D:
pileo, E: estipe, F: esporos assexuais (no exemaphiidios), G: basidios (estruturas azul-
esverdeadas) produzindo basididésporos (representedoor vinho). Fontes: Keisotyo (2008,
Fig. A), Kellner (2012, Fig. B), Bulynkova (2010igFRC-E), Boutet (2002, Fig. F), Houseman
& Ford (2014, Fig G).
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Apesar dos prejuizos causados pelas espéciestpamgiela decomposicao de alimentos
e outros materiais de valor econdmico ou historsofungos sdo essenciais no ecossistema
em que estdo inseridos e nas atividades humanmady fsgamente utilizados na fabricacao
de diversos produtos de uso comum — entre elegldsealcodlicas, medicamentos, vitaminas
e alimentos (Gadd 1993, Stevani et al. 2013). Aac@jade de degradar matéria organica
morta e promover a reciclagem de residuos lignéxsetos faz com que esses organismos
sejam uns dos principais responsaveis pela ciclagemutrientes, disponibilizando-os em
formas que podem ser absorvidas novamente poisrirédicos superiores e auxiliando, desta
forma, na manutencéo da cadeia alimentar (Gadd)1993

Em algumas espécies de fungos, enzimas extraadwddo produzidas para promover a
degradacéo de lignina — composto polimérico quéecermaior rigidez as paredes celulares
em plantas, sendo formado por unidades monométmai®icoois cumarilico; coniferilico e
sinapilico (Evans & Hedger 2001). A lignina est&casada a celulose e a hemicelulose,
formando a lignocelulose, que constitui um mateasirutural nas plantas. No entanto,
diferentemente destes ultimos dois compostos, gdem ser degradados por acao enziméatica
sobre ligacdes quimicas especificas, a ligninaaregozimas com atuacdo mais promiscua,
sobre varios tipos de ligacdo quimica. Neste @s@nzimas necessarias para viabilizar tais
processos sdo produzidas pelos fungos de podrid&cdy compreendendo os basidiomicetos
lignoliticos, que sdo de maior interesse no presdrabalho, uma vez que, como ja
mencionado anteriormente, todas as espécies binhsaentes de fungos pertencem a esse
grupo (Hatakka 2005, Desjardin et al. 2008, Steeaai. 2013).

As principais enzimas envolvidas na degradacao igainh e produzidas pelos
basidiomicetos sédo as lacases, lignina peroxidasargganés peroxidase. As primeiras sao
cobre-dependentes, e tém como fungcdo catalisaridag@®o de compostos fendlicos da

lignina, gerando radicais fenoxila que, ao passgrenposteriores transformac¢des quimicas,
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resultam na decomposicéo do material. Quando rs2ipga de mediadores, estas enzimas sao
capazes de promover também a degradacdo de cospw@sidfendlicos (Esquema 1). Em
ambos 0s casos, a enzima retorna a sua forma naiiizando o oxigénio molecular como
agente oxidante, sendo este transformado em agsaregucao (Bugg et al. 2011, Hatakka

2005, Dashtban et al. 2010).

| Substrato Lacase nativa 0,
oxidado (oxidada, com 4Cu*")
(4R + 4H")
Substrato Lacase reduzida H,0

(4RH) (com 4Cu")
1I
Substrato Mediador oxidado Lacase nativa 0,
oxidado (oxidada, com 4Cu*")
(4R’ + 4H")
Lacase reduzida
Substrato Mediador reduzido ui H,0
(4RH) (com 4Cu™)

Esquema 1.Atividade da enzima lacase na decomposicdo deratistfenolicos (I) e ndo
fendlicos (ll). Fontes: Wong (2009) e Correia ef(2011).

A lignina peroxidase e a manganés peroxidase, pwo dado, sdo glicoproteinas que
contém em sua estrutura grupos heme e utilizamxjgeréde hidrogénio como agente
oxidante. Assim, o grupo heme da enzima ligninaydase reage com,B,, produzindo um
composto | intermediario com deficiéncia de doé&trehs. Para voltar a sua estrutura inicial,
a enzima promove a oxidacdo de compostos fendtinosao fenodlicos da lignina, além de

reagir também com outros substratos mediadoresp @oaicool veratrilico (AV) produzido
pelos proprios fungos como metabdlito secundargg@ema 2). Os céation-radicais AV

formados neste processo auxiliam na decomposicdigrdaa, reagindo com substratos nao

oxidados diretamente pela enzima. Adicionalmerdk metabdlito pode atuar também na
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protecdo da lignina peroxidase, impedindo que anmmaese mantenha inativa devido a
oxidagdo do composto intermediario 1l em excessdHgl®@,. Deste modo, o AV seria o
responsavel por retornar a enzima a forma nativgdgBet al. 2011, Hatakka 2005, Dashtban

et al. 2010, Wong 2009, Correia et al. 2011).

i 1 H,0, H,O [ 1t
O
N N N N
N N
Fe(I1I) > Fe(IV)
/ AN / N
N N N N
Enzima nativa i Composto I i
AVt AV
-+
R+ H AV 5 - AV RH
N || N
AN
Fe(IV)
RH / Ny R+ H

Composto I1

Esquema 2 Atividade da enzima lignina peroxidase. Fonte: satigpde Cameron (2000).

O grupo heme da enzima manganés peroxidase tamb&idaglo na presenca de®3,
formando um composto | intermediario que é posterdmte reduzido em duas etapas pelo
Mn*? até que a enzima retorne a sua forma nativa. &isns Mri® resultantes deste
processo, por sua vez, sado responsaveis por proracwddacdo de substratos fendélicos na
lignina, gerando radicais fenoxila (Esquema 3). @oana presenca de mediadores que
reagem alternativamente com o Wpara originar outros radicais, pode ocorrer tamiém

degradacdo de compostos ndo fendlicos. Ja nos easgse a enzima € inativada devido ao
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excesso de ¥, o0 cation MA® novamente apresenta uma funcdo importante, sendo o
principal responsavel por proteger e reestabekefema nativa da enzima (Bugg et al. 2011,

Hatakka 2005, Dashtban et al. 2010, Wong 2009,eoat al. 2011).

_[R-OOH] [R-OH]
[ H,O, H,O [ o 1
N N N N
Fe(III)/ \/ - \Fel(|IV)/
N AN
N N N

Enzima nativa

Composto |

Mn3 + Mn2+

RH Mn?* _ - Mn?*

R*+H"

R*+H"
RH

Composto 11

Esquema 3 Atividade da enzima manganés peroxidase. Fontgpiadia de Cameron (2000).

Além da degradacéao de lignina e demais materig&nizos para ciclagem de nutrientes,
outro fator de relevancia ecoldgica € a simbiosgjeoa associagdo dos fungos com
organismos vivos permite tanto a obtencdo de miése quanto a disponibilizacdo de
substancias indispensaveis ao crescimento e sobnevd entre as espécies que participam
dessa relagdo mutualistica. As micorrizas séo ebosmipem conhecidos de associagdes
simbiontes entre raizes de plantas e fungos, mibudiversos basidiomicetos. Estima-se que
cerca de 80% das espécies de plantas possuam tgude relagdo simbionte com fungos

(Gadd 2007), sendo as endomicorrizas e as ectamg®iduas das categorias mais comuns.
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A primeira refere-se aos casos em que ha desemait do micélio no interior das raizes,
de modo que as hifas ficam ndo apenas ao redortamd®m no interior das células de
estruturas primarias — mais especificamente, ca@teypitélio. As ectomicorrizas, por outro
lado, correspondem a colonizacdo apenas ao redorafizes e entre as células corticais,
formando o que é chamado de rede de Hartig parnfiaauxa transferéncia de nutrientes e
agua (Gadd et al. 2007, Gadd 2007). A relevanc@odgica das micorrizas € atribuida
principalmente ao fornecimento de fontes de carbao® fungos - em geral, acucares na
forma de hexoxes e vitaminas. Estes, por sua sgnrdcem a manutencédo de umidade para
absorcdo de agua pela raiz e disponibilizam ouslvaam elementos essenciais como
enxofre, nitrogénio e fésforo, desempenhando uneldfapdamental, em especial, quando ha
falta de nutrientes no solo; quando estes predameara formas insolluveis e também quando
possuem baixa mobilidade (Carlile et al. 2001).

Dada a sua capacidade de desenvolver mecanisnizfeda e/ou adaptacdo a poluentes
toxicos, os fungos tém sido estudados também quanwabilidade de promoverem a
recuperacdo de ambientes contaminados, retirandold@lguns agentes toxicos para plantas
e animais ou transformando-os em compostos menososo(Meharg 2003, Bishnoi &
Garima 2005, Bending et al. 2002, Gaur & Adhole@@4). Os basidiomicetos, neste caso,
sdo comumente adotados em estudos nessa areagmmaeva acdo enzimatica que promove
a degradacao da lignina é inespecifica, atuandbéamsobre alguns poluentes organicos,
como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; costg® organicos clorados, pesticidas,
aromaticos nitrogenados e bifenilas policloradead@G2007, Harvey & Thurston 2001).

Os basidiomicetos tém, ainda, mecanismos parafdramsr metais em formas mais
inertes com menor toxicidade, por exemplo, por dmogio; bioacumulagéo intracelular e
producdo de compostos extracelulares para compiexarecipitar os metais ou de enzimas

para alterar a especiacdo dos mesmos (Gadd 200ar¢12003). De forma complementar,
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com esses mecanismos de degradacdo e transfornuEgcdooluentes, alguns fungos
micorrizeos podem proteger e auxiliar na sobreviN€das plantas as quais estdo associados
em alguns ambientes contaminados (Meharg 2003, &@@d, Leyval et al. 1997). Portanto,
as relacbes simbiontes poderiam também favorecetadou indiretamente processos de
fitoremediacdo, devido a contribuicdo para o deslimento de plantas capazes de

imobilizar ou retirar os contaminantes toxicos dim $Gadd 2007).

1.2 Bioluminescéncia em fungos
1.2.1 Histdrico

A bioluminescéncia (BL) é um fendbmeno observadaléass tempos mais antigos por
filésofos e cientistas. Os primeiros relatos cieais envolvendo a BL em microrganismos
foram documentados por Aristételes (384-322 a.CPlieio, o Velho (23-79). Ambos, ja
nesta época, associavam a luz ao possivel desaneaolo de bactérias e fungos
bioluminescentes sobre a matéria organica vegatahonal em decomposi¢éo. Entretanto, a
teoria mais difundida nesta época ainda era cemtracemisséo da luz como consequéncia do
processo de decomposi¢ao em si, ignorando os marsmMos decompositores como fonte
causadora do fendbmeno observado.

Somente no século XIX, por meio de observa¢besiqgadas por Derschau (um diretor
de minas em Bochum, na Alemanha), foi retomadasacés;do da BL, até entdo atribuida a
matéria morta, aos microrganismos (neste casopf)ngvidéncias cientificas mais concretas
acerca dessa associacdo foram publicadas 30 aposs,dem 1853, pelo entdo professor da
Universidade de Viena, J. F. Heller (1813-1871F grovou por técnicas de microscopia que
a luz observada era, de fato, resultante do dek@memto do micélio dos fungos sobre a
matéria em putrefacao.

Apesar de algumas descricoes sobre corpos deidagéio bioluminescentes terem sido
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feitas por Aristoteles; Plinio, o Velho e algunstémicos, a atencdo cientifica estava
inicialmente voltada para a emissao de luz na maatiganica. Nesse sentido, um dos
primeiros registros sobre a observacdo de coguniebdsminescentes foi feito apenas no
século XVIII pelo médico; mercante e consul holandé Indonésia, G. E. Rumph (1637 —
1706). De acordo com as suas descri¢cdes, os cogsi@elitiam uma luz azulada (similar a
de centopeias bioluminescentes), sendo utilizadosativos para iluminar seus caminhos em
trilhas noturnas (Harvey 1957, Desjardin et al.@@himomura 2012).

Mais recentemente, grande parte dos estudos emdalves fungos bioluminescentes
envolve as areas de taxonomia, ecologia, bioquimeeotoxicologia. Estes sdo coincidentes
com os objetivos do nosso grupo, que estdo voltpdasipalmente a: (i) identificacdo de
novas espécies ainda nao catalogadas, (i) dete¢dondas funcbes ecoldgicas da BL
fungica, (iii) elucidacdo das estruturas quimicass dnoléculas envolvidas na reacao
bioluminescente e do seu mecanismo detalhadoagaliacdo dos efeitos de condi¢cdes de
cultura sobre a intensidade e perfil de emisséluzee (v) determinagao da fungitoxicidade
de alguns compostos quimicos (Desjardin et al. 20@sjardin et al. 2007, Mendes et al.
2008, Desjardin et al. 2008, Oliveira & Stevani 20Mendes et al. 2010, Desjardin et al.
2010, Mendes & Stevani 2010, Capelari et al. 2@leira et al. 2012, Stevani et al. 2013,

Oliveira et al. 2013, Ventura et al. 2015).

1.2.2 Distribui¢céo de espécies

Estima-se que existam, no minimo, 1,5 milhdes géass de fungos no mundo, dentre
as quais apenas cerca de 100 mil foram identifscaddescritas até o momento. De um total
aproximado de 32 mil espécies catalogadas de basimbtos, apenas 77 foram reconhecidas
como bioluminescentes, sendo distribuidas em quiatnagens evolutivas distintas, porém

com possivel origem em comum, dentro da ordem Agl@s (ordem de fungos formadores
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de cogumelos): 58 micenodides; 5 Armillaria, 12 Oalptus e 2 Lucentipes (Oliveira et al.
2012, Hawksworth 2012, Kirk et al. 2008, StevaraleR013, Chew et al. 2014).

Os fungos bioluminescentes sédo encontrados prefaherente em habitats de clima
tropical ou temperado ao redor do mundo (FiguraN&stes ambientes, as condi¢cbes de
temperatura amenas, entre 20°C e 30°C, e a uméladada favorecem o crescimento e o
desenvolvimento desses organismos. Considerandagespécies sdo basidiomicetos de
podriddo branca, outro fator fundamental para a swmutencdo no ambiente € a
disponibilidade de materiais lignocelulésicos ndosque serdo decompostos e utilizados

como fonte de alimento (Oliveira et al. 2013).
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Figura 2. Distribuicdo das espécies de fungos bioluminesseaehcontrados no Brasil e ao
redor do mundo. Fonte: Oliveira et al. 2013.

No Brasil foram encontradas 12 espécies de fungbgnbinescentes, identificadas entre
2002 e 2010 com participacao direta ou indiretgmpo de pesquisa do Prof. Dr. Cassius V.
Stevani. Grande parte dessas espécies (Figurara@n ftocalizadas no Parque Estadual
Turistico do Alto Ribeira (PETAR, no municipio dgotanga — SP), mas tais organismos

estdo também distribuidos ao longo de diversoslestarasileiros (Figura 2).
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Figura 3. As doze espécies de fungos bioluminescentes eadastno Brasil (A-L), durante
os treze anos (2002-2015) de trabalho do grupoGéronema viridilucensB: Mycena
lucentipes C: Mycena fera D: Mycena asterina E: Mycena luxaeternaF: Mycena
discobasis G: Mycena singeri H: Mycena abieticola I: Mycena globulispora J:
Neonothopanus gardneiK: Mycena luxarboricolae L: Mycena lacrimansFonte: Oliveira et
al. (2013).

1.2.3Mecanismo de bioluminescéncia
A BL é caracterizada pela emissao natural de Isixvei e fria produzida por organismos
vivos, tendo sido observada ao redor do mundo em ampla variedade de espécies, tanto

terrestres quanto aquaticas, mas principalmentéenhzes. Em fungos, a luz € emitida de

forma ininterrupta tanto no micélio quanto no cogloncom maximo de emisséo entre 520 e
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530 nm - regido verde do espectro eletromagnétiveira et al. 2013, Desjardin et al.
2008). De forma similar ao que ocorre com outrggoismos, a BL ocorre em decorréncia de
uma reacdo bioguimica catalisada por enzimas, ond&igénio molecular reage com o
substrato. Como resultado final, ha a formacdordecamposto emissor no estado excitado
que, ao retornar ao estado fundamental, emiteAuzstrutura molecular do substrato varia
entre os organismos bioluminescentes, mas recelmene genérico de luciferina. O mesmo
ocorre em relacdo a enzima, que € comumente deadaninciferase (Wilson & Hastings
1998).

Em fungos, uma das primeiras propostas para deavemdmecanismo de reacao
envolvido na BL fungica foi feita na década de &0 Airth e Foerster, que conduziram
experimentos utilizando extratos quentes e frios oicélios de duas espécies de fungos
bioluminescentes. Ao misturar o extrato frio de usBpécie com 0os componentes do extrato
quente da outra espécie na presenca de NADH ou RARI? observada a emissao de luz.
Os resultados sugeriram que no extrato quente hasiferina, enquanto que o extrato frio
continha duas enzimas: luciferase, contida no pitado separado por centrifugacdo, e uma
redutase, solivel no sobrenadante. Os autores gu@u, entdo, que a reacdo de
bioluminescéncia seria enzimatica, ocorrendo ens étepas distintas (Figura 4), e que tanto
0 substrato quanto as enzimas eram similares erasaasbespécies (Airth & Foerster 1962).

Alguns autores ndo conseguiram reproduzir os wtodt de Airth e Foerster,
possivelmente devido a alta instabilidade da lucigenos extratos, degradagédo das enzimas
nos processos de purificacao e identificagcdo daswatura molecular, baixa concentracao de
enzimas e/ou substrato e, devido a possivel emi$siza de luz, necessidade de
equipamentos mais sensiveis - indisponiveis naséeoros experimentos foram conduzidos
(Nakamura et al. 1988, Shimomura et al. 1993). &lesstexto, foram sugeridos mecanismos

ndo enzimaticos para explicar a BL em fungos, nmalte incerteza sobre o envolvimento ou



25
ndo de enzimas na emissao de luz até 2009, quandi@za enzimatica da BL fungica foi
confirmada por Oliveira e Stevani, que conseguiraproduzir os experimentos de Airth e
Foerster, observando a emissdo de luz com o mesniib ¢ caracteristicas encontradas

naturalmente nos fungos bioluminescentes (Olivgi&tevani 2009).

enzima soluavel
(redutase)

L+ NAD(P)H + H » LH, + NAD(P)*

enzima insoluvel

LH, + O, » LO+H,0+hv

(luciferase)
Figura 4. Proposta de Airth e Foerster para 0 mecanismadentinescéncia em fungos. L.
luciferina, LH: luciferina reduzida, LO: oxiluciferina. Fonte:i@ira et al. 2013.

Adotando o mecanismo enzimatico proposto iniciabeea BL ocorreria em decorréncia
da reducgéo de uma luciferina na presenca de NADMNIADPH em uma reacéo catalisada
por uma enzima sollvel (redutase). A luciferinausda reagiria, entdo, com oxigénio
molecular em um processo catalisado pela lucifegssavelmente uma enzima associada a
membrana, uma vez que a mesma € insolluvel (Figuiste processo resultaria, por fim, na
producdo de oxiluciferina e na emisséo de luz (ARt Foerster 1962, Oliveira & Stevani
20009).

Mais recentemente, no entanto, apesar de ndo sidenainda determinadas as estruturas
das enzimas, a molécula da luciferina foi iderddig e, desta forma, o mecanismo de BL
fungica p6de ser melhor elucidado (Purtov et all520 Em tal estudo, para fins de
nomenclatura, o que era denominado como lucifepoa Airth & Foerster (1962) foi
considerado como um precursor da mesma. Este ponds a hispidina, que nao é reduzida
por uma redutase conforme indicado anteriormenges hidroxilada com o auxilio de uma
hidroxilase atuando como enzima sollvel. A his@dimdroxilada (luciferina) é entéo

oxidada com a catélise da luciferase, resultandemasao de luz (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo geral de bioluminescéncia em fungosteé=araduzido de Purtov et al.
(2015).

A hipidina foi encontrada em espécies de fungoslubimescentes e néao
bioluminescentes, indicando um substrato em comuoire es quatro linhagens evolutivas
(Purtov et al. 2015). Tal descoberta esta em cat#wuria com outro estudo desenvolvido
anteriormente por Oliveira et al. (2012), ondedwidenciado que ha emisséo de luz quando
0s extratos frios e quentes de fungos pertencantada uma das quatro linhagens evolutivas
sdo combinados de todas as formas possiveis. 3o sggere-se que todas as linhagens
compartiiham ndo apenas 0s mesmos substratos, anasérn as mesmas enzimas e
mecanismos na reacao de BL. Deste modo, a emigsl@ deve possivelmente uma unica
origem entre os fungos pertencentes a ordem Adesiceendo esta provavelmente perdida;

inativa ou ndo reconhecida ao longo da evolucagi¢anOliveira et al. 2012).

1.2.4Possiveis fun¢cbes da bioluminescéncia para os &ingo

Os organismos bioluminescentes utilizam a emissdozlpara diferentes propositos, de
acordo com as suas caracteristicas especificastatiaFuncdes usuais incluem mecanismos
de defesa, comunicacao, propagacao e predacaod@uelacionada a defesa, a emissédo de
luz é utilizada para assustar ou confundir os gledss, emitir sinais aposematicos (indicando
perigo, a fim de que o predador evite a presa) oonoc forma de camuflagem. Na

comunicacdo, a BL é destinada a reproducdo e amhliecimento entre espécies. Para a
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propagacao, a luz é utilizada como auxilio na dejmepelo ambiente, por exemplo, por meio
da atracdo de predadores nos quais as espeéciesniniescentes se desenvolvem - essa
funcdo € desempenhada em organismos como as asctgre crescem dentro de peixes e sado
eliminadas nas fezes dos mesmos, sendo propagadasente em outros peixes, de forma
ciclica. Por sua vez, a BL associada a acao pmglatdsando a obtencédo de alimentos, é
empregada tanto para o aumento da visibilidade &pitats escuros quanto para atrair as
presas ou assustar predadores (Wilson & Hastint3)20

Embora o papel da BL seja amplamente estudado leecmo em algumas espécies, as
funcdes associadas a emissdo de luz por fungos a@iéid foram totalmente elucidadas.
Algumas das principais hipoteses para explicar pelpda BL nesses organismos foram
apresentadas e discutidas por Sivinski (1981)neestigar a atracdo de insetos pelos fungos
bioluminescentes. Para tal proposito, o autorzotili armadilhas construidas a partir de
frascos fechados e cobertos por um material pegajpe continham em seu interior micélio
e corpos de frutificacdo tanto bioluminescentesas(fos de teste) quanto néo-
bioluminescentes (controle). As armadilhas foraimattas, durante a noite, em locais onde ja
havia o crescimento natural dos fungos. Os resadtandicaram que mais artropodes foram
encontrados nos frascos de teste do que nos amtievando as seguintes possibilidades de
explicacdo para as funcfes da BL fungica:

a. Disperséo de esporos: insetos dispersores de ssgpeniam atraidos pela luz emitida,
de modo semelhante ao que ocorre na atracdo deadgespécies por odores e cores. Essa
possibilidade, no entanto, ndo explicaria satisf@toente a emissao de luz pelo micélio, a
nao ser que este se mantenha inalterado apoéscorssumo e excregdo, ou que seja carregado
para novos locais pelo contato externo com o exmstp dos insetos. Além disso, conforme
argumentado por Desjardin et al. (2008), a dispersitural pelo vento dos milhdes de

esporos produzidos por espécies bioluminescentesmide-bioluminescentes mantém
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desconhecida a real vantagem evolutiva da BL ropstsito, exceto em regides com pouca
circulacao de ar.

b. Predacao de fungivoros - os fungos poderiam serdaidos caso os predadores dos
fungivoros fossem atraidos pela luz em maioresgoedes. Entretanto, existe a possibilidade
dos fungos serem confundidos com as presas e catsino lugar destas.

c. Atracao de fungivoros — no caso dos fungos sergmalataveis ou dificeis de digerir,
os fungivoros poderiam consumir, alternativameotenpetidores adjacentes. Entretanto, a
hipotese nao se refere as espécies bioluminesaeaisgacilmente digeridas pelos insetos.

d. Atracao de fertilizadores - a atracdo de algunstasspela luz poderia fazer com que
estes liberassem substancias benéficas, que @odaad crescimento fungico. No entanto, a
BL também poderia atrair predadores.

e. Repulsdo de fungivoros fotofobicos - embora essgdim possa explicar a BL em
micélios crescendo em locais com pouca luminosidpde exemplo, dentro de troncos
podres e sob camadas de folhas mortas), ndo h&neiad de que existam artropodes
fotofébicos ndo subterrdneos - complementarmentigia de repulsdo € menos provavel do
que a de atracdo nos casos onde a luz é emitidtariniptamente (Herring 1994). Esses dois
ultimos fatores seriam desvantajosos também qufmsde considerada a funcdo da BL como
sinal de adverténcia para fungivoros de habitosurnos. Ainda assim, ambas as
possibilidades ndo poderiam ser excluidas totakmnemha vez que: (i) ndo foram estudadas
as atracOes ou repulsdes de outros organismos &udossem insetos; (i) as armadilhas
podem ser ineficientes para prender animais maioes® estes influenciem no resultado; e
(iii) as mesmas nao foram instaladas em locais esigros, onde tanto o micélio quanto seus
fungivoros poderiam ser encontrados (Sivinski 1981)

Um trabalho publicado mais recentemente evidenesiéncia de um ritmo circadiano

na BL fangica, associado a uma atracéo signifiaadi insetos. Neste caso, culturas do fungo
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N. gardneriforam submetidas durante 48 horas a um ciclo e&daro de 12h/12h, sendo
mantidas no escuro ao longo do restante do perdedincubacdo. Como resultado, foi
identificada uma emissao crescente de luz na fasespondente ao escuro e uma diminui¢ao
durante a fase sob iluminacéo, confirmando um ritincadiano que se manteve mesmo em
diferentes temperaturas de incubacdo. Da mesmaf@snatividades das enzimas luciferase
e redutase, assim como a concentracdo de lucifeygzdlaram de modo compativel com o
ciclo circadiano observado na emissao de luz (D#we al. 2015).

Paralelamente neste mesmo estudo, foram prepaadsadilhas para insetos, que
consistiram em cogumelos de resina acrilica cobgo cola inodora e iluminados com luzes
LED verdes, a fim de simular a BL fungica. Como tooles, foram utilizadas as mesmas
armadilhas, mas com as luzes LED apagadas. De siodlar ao encontrado por Sivinski
(1981), em comparacdo com 0s controles, foi ideati uma atracdo maior de insetos nas
armadilhas com as luzes ligadas. Todos os orgasistraidos, por sua vez, pertenciam a
ordens taxonOmicas capazes de enxergar a luz veodeomprimento de onda da BL
(Oliveira et al. 2015).

Com isso, 0s autores consideram que a luz emiglts fungos possuiria uma funcao de
auxiliar na dispersdo de esporos pela atracdo detom Conforme ja mencionado
anteriormente, estes seriam capazes de propaga&aspmsos pela aderéncia externa ao
exoesqueleto ou pela excrecdo dos mesmos, inatragdés o consumo dos fungos como
alimento. Neste caso, a luz menos intensa da esNégjardneridurante o ciclo diurno foi
apontada como um mecanismo do fungo para que lajamgasto energético durante o dia,
guando a BL néo é notavelmente percebida pelotomsBe noite, entretanto, a luz se torna
mais intensa para favorecer uma maior atracao genmmos dispersores dos esporos. A
hipotese levantada pelos autores foi reforcadantitvaem consideracdo que o vento pode

apresentar um fluxo mais restrito nos habitatslakedtas estratificadas e fechadas onde os
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fungos sé@o encontrados, permanecendo mais proxinsmld e dificultando a disperséo dos
esporos. Com isso, a propagacao adicional pelostomsrepresentaria uma vantagem
biologica para a colonizacdo dos fungos em novbstgtos. Além disso, outro fator que
corrobora com a hipétese levantada pelos autorpge é dispersédo de esporos nos habitats
supracitados € mais intensa durante a noite ouepas horas da manha, quando tanto a
umidade do ambiente quanto a germinacao de espanasor (Oliveira et al. 2015).

Além das hipéteses relacionadas a interacdo cornsoatganismos, que sao atraidos ou
repelidos pela luz, outras possibilidades inclueBLacomo um processo bioquimico para
auxiliar na defesa contra agentes nocivos. UmaadeBgpoteses indica que a BL estaria
relacionada a decomposicdo da lignina, levando ensideracdo que todas as espeécies
bioluminescentes sdo basidiomicetos. A emissaozdenkste caso, teria a funcdo de auxiliar
no controle de espécies reativas de oxigénio (ER®sjluzidas durante o processo de
degradacédo extracelular (Bermudes et al. 1992,1¢.i06§89, Desjardin et al. 2008). Outra
possibilidade viavel indica que a BL tenha surgideno um mecanismo de protecdo contra
EROs produzidas principalmente em decorréncia dpiregdo nas mitocondrias — nesse
sentido, a BL poderia ter surgido a partir de untanesmo ancestral de desintoxicagéo,
voltado especificamente ao consumo de oxigénio/éda et al. 2013, Desjardin et al. 2008).

Uma ultima hipotese afirma que a BL nao teria fongara os fungos, sendo meramente
o resultado da formacao incidental de um subprodatama reagéo enzimatica de oxidacao,
na qual a energia seria liberada na forma de lseli ao invés de calor. No entanto, a
observacdo de luz em intensidade maior nas laneelasporos em algumas espécies; a
constatacdo de que a BL é emitida mais ou menessaiente de acordo com o periodo do
dia (em ciclos) e as hipoteses relacionadas aoamsaeos de defesa contra espécies reativas
e nocivas indicam o contrario. Assim, a hipétese guclui uma funcdo ecoldgica ou

biolégica para o fenébmeno de emisséo de luz é derssla como a menos provavel no estudo
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com fungos (Sivinski 1998, Herring 1994, Weitz 20Q4veira et al. 2015).

1.3 Fatores que afetam o crescimento e a emisséao de luz
1.3.1 Nutrientes béasicos

Os fungos necessitam de uma série de condicbes gudmeviver e crescer em
determinados ambientes ou meios de cultura. Osisigggu minimos para manter o0 seu
sustento incluem o fornecimento de nutrientes acgdre minerais, que consistem em fontes
carbono (utilizadas na sintese celular e obtengiengrgia) e elementos essenciais como
nitrogénio; fésforo e ferro, entre outros (TabeJacbm funcdes diversas na manutencéao da

homeostase (Deacon 2006).

Tabela 1.Nutrientes e suas principais fun¢des para os fungos

Elemento  Funcgbes

Promove o gradiente eletroquimico de protons,zatilo na conversao de ADP
Hidrogénio em ATP para fornecimento de energia por vias métasd Ajuda a manter a
acidez intracelular (pH cerca de 5-6), necessara p metabolismo fangico.

Substrato para enzimas oxidativas e/ou envolvidasraspiracao celular.
Oxigénio Essencial para a sintese de acidos graxos insatueadrgosterol, que compde
as membranas celulares.

Participacdo na transdugdo energética. E tambénelamento presente na

Fosforo s .
estrutura das membranas e em acidos nucleicos.

Potassio Atua como cofator enzimatico e contrilawagalanco idnico (osmoregulacéo).

Magnésio Atua como cofator enzimatico. Estrutura@lalas e organelas.

Enxofre Composicéo de vitaminas e aminoécidos sadhs.

Célcio Mensageiro secundario em processos de treasdle sinal.
Cobre Atua como cofator enzimatico.

Ferro Composicgao de proteinas contendo grupo hesiteceomos.

Manganés  Atua como cofator enzimatico.

Zinco Atua como cofator enzimaético.

Niquel Atua como cofator da enzima uréase.

Composigéo da vitamina B12 e contribuicdo como toofda enzima nitrato

Molibdénio redutase no metabolismo do nitrato.

Fonte: Traduzido e adaptado de Walker & White (2005
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Os nutrientes sdo absorvidos do ambiente pelasdgmreelulares e membranas
plasmaticas dos fungos, por meio de mecanismosadsporte variados — entre eles, difusédo
simples e facilitada e transporte ativo. Como asiesas celulares ndo permitem a passagem
de moléculas mais complexas (polimeros, por exemgiierentes enzimas extracelulares sao
produzidas e secretadas para promover a transfaordgsses compostos em formas mais
simples, que poderdo ser mais facilmente absonedatslizadas como fonte de alimento -
este é o caso da degradacéao da lignina, ja aboedadnormente. Assim, as principais fontes
de carbono séo constituidas por monossacarideose¢percial, glicose) e dissacarideos
(Deacon 2006, Walker & White, 2005). De forma cotiye, Bermudes et al. (1990)
identificaram alguns desses acucares como prirscfpates de carbono para o crescimento e
BL do fungoPanellus stipticuem meios de cultura, associando os nutrientesdaraslos
como Otimos com a sua presenca hatural no habdtagspécie, em ambientes onde ha
decomposicao de madeira.

Entre os nutrientes minerais, o nitrogénio é um mtoxipais elementos para os fungos,
desempenhando um papel limitante no seu crescingesintese de enzimas e componentes
estruturais celulares (tal como proteinas e aamm$€icos). Os fungos ndo sdo organismos
diazotroficos - ou seja, ndo promovem a fixacdoniegénio - e, portanto, obtém esse
nutriente de compostos inorganicos (como nitratasie de amoénio) ou organicos - por
exemplo, aminoacidos, proteinas nitrogenadas e cmla® contendo aminas e amidas
(Deacon 2006, Walker & White 2005, Carlile et &102).

Um dos processos mais usuais para a assimilacditrdgénio pelos fungos ocorre a
partir de ions aménio, utilizados na sintese dmaéatido glutamato por via enzimatica. Este,
por sua vez, é transformado em outro aminoacidotgglina) em uma reacdo também
mediada por enzimas. A partir dai, varios outrosnaéatidos podem ser produzidos por

reacOes de transaminacéo. Os nitratos séo utiBzalternativamente por alguns fungos como
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fonte de nitrogénio, sendo reduzidos enzimaticaen@anamoénio (Deacon 2006, Walker &

White 2005, Carlile et al. 2001).

1.3.2 Condi¢cbes ambientais: temperatura, pH e umidade

Assim como devem ser fornecidos alguns nutrientesddmentais para o
desenvolvimento dos fungos, certas condicOes analisesdo necessarias para favorecer o
crescimento e a sobrevivéncia destes organismgsnAldos principais fatores neste quesito
sao temperatura, pH (do solo ou meios de cultummidade.

As temperaturas nas quais os fungos se desenvaei@emuito variadas, de acordo com
as caracteristicas de cada espécie e das demdigs@sdo meio. Entretanto, a maioria das
espécies é classificada como mesofilica devideaalssenvolvimento em temperaturas mais
moderadas, geralmente de 10-35°C, com uma faixea@m torno de 15-30°C. Ainda assim,
alguns fungos podem também apresentar termo otofud@rancia - ou seja, o crescimento
ocorre tanto em temperatura ambiente quanto em em@tyas mais extremas,
respectivamente maiores e menores (Smith 1988,a&lkVhite, 2005).

A predominancia dos fungos mesofilicos deve-se i@ @gancipais fatores: (i) em
temperaturas muito baixas, o metabolismo torna-aes hento, desfavorecendo as reacdes
bioquimicas que promovem o desenvolvimento fungicadicionalmente, a membrana
citoplasmatica se torna rigida a ponto de ndo pienmais a absorcdo de nutrientes, e 0s seus
processos de transporte tornam-se lentos; e (mpaeaturas muito altas usualmente se
distanciam da condi¢cdo oOtima de acdo das enzimaes, pgdem sofrer desnaturacdo —
consequentemente, as reagfes bioquimicas envolwaa®brevivéncia e crescimento dos
fungos também sdo negativamente afetadas. Além, dissaltas temperaturas podem causar
danos as membranas das células, entre outrasuestrutelulares (Smith 1988, Walker &

White 2005, Madan & Thind 1998).
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Embora existam espécies capazes de sobreviver enfiaixa ampla de pH e, em alguns
casos, em ambientes com maior acidez ou alcaliejdalfungos crescem preferencialmente
em meios neutros ou ligeiramente acidos (pH 4-6jeracbes mais bruscas no potencial
hidrogeniénico do meio podem exercer uma grandeéntia principalmente sobre: (i) o
transporte de nutrientes pelas membranas celuldwesfungos, devido a alteracdo na
permeabilidade das mesmas; (ii) a especiacdo demes; e (iii) o funcionamento de
enzimas, que possuem valores otimos de pH parbseateeacoes (Madan & Thind 1998).
Com isso, a alteracdo desses fatores em decorrélocipH afetaria tanto as reacdes
bioquimicas promovidas pelos fungos para crescioneat sobrevivéncia quanto a
disponibilidade dos nutrientes essenciais.

A umidade no ambiente normalmente favorece o erestio fungico, além de influenciar
outros fatores como a formacgéo e germinacao deaspamorfologia. Assim, no cultivo em
laboratorio, a umidade € controlada em camarasatibas e adicionalmente fornecida pela
agua na composicao dos meios de cultura, que evgpogressivamente ao longo do tempo
de incubagéao dos fungos cultivados (Carlile e2@D1, Madan & Thind 1998).

Niveis adequados de umidade no ambiente s&o emiseréci sobrevivéncia destes
organismos, uma vez que as células possuem aguseeroitoplasma e demais estruturas
internas. Esta atua como solvente de solutos disergarticipa da troca de nutrientes com o
ambiente externo. Em ambientes com baixa umidaddéviee substratos muito secos e/ou
com concentra¢cdes muito elevadas de solutos, atégda a sair das células para compensar
o desiquilibrio com o ambiente externo, até quadiq desidratadas e morram. Na situagéo
oposta, em situagbes onde ha excesso de agua esramidada espécie e/ou menor
concentracdo de solutos no ambiente externo, aslgme membranas celulares podem sofrer
rupturas devido ao aumento do volume de agua adsopor osmose. Para compensar as

variagcbes naturais de umidade no seu habitat,r@pfudesenvolveram alguns mecanismos a
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fim de evitar a perda ou ganho excessivo de 4gueoca com o ambiente - um exemplo € a
liberacdo de solutos intra ou extracelulares, dégeto da necessidade. Desta forma, embora
ndo seja possivel compensar totalmente situacdessaxt@emas ou prolongadas de excesso
ou falta de umidade, as variacdes de umidade hakemée esperadas no ambiente nao

impediriam a sobrevivéncia dos organismos (Caelilal. 2001, Madan & Thind 1998).

1.3.3 Curvas de crescimento em meios de cultura

Uma vez fornecidos os nutrientes e as condicdesieatais minimas para o
desenvolvimento fungico, existem diversos pararsepara medir a dimensdo do seu
crescimento em meios de cultura — entre eles, pemplo, massa; diametro do micélio e
atividade metabolica. Independentemente do paréradtritado, € esperado que os fungos se
desenvolvam dentro de um padréo estabelecido ewasute crescimento, que possuem

quatro principais fases: indugéo (lag), exponenegthcionaria e morte (Figura 6).

A Fase

lag Fase exponencial

log(unidade de medida de crescimento)

Tempo
Figura 6. Curva de crescimento para microorganismos, ComgofgL
A fase de inducéo corresponde a etapa inicial deacsendo caracterizada pelo periodo
de tempo em que o fungo se adapta ao ambienteéetiz;aMOvOos compostos para promover

seu desenvolvimento (e.g., enzimas e ribossomas) gsie haja crescimento populacional. A
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fase exponencial, por sua vez, € o periodo em creeoo metabolismo primario, relacionado
ao fornecimento de energia e biossintese de paesrsquimicos indispensaveis ao
crescimento e reproducdo (e.g., aminoacidos, wiasni e acidos organicos).

Consequentemente, a taxa de crescimento nestaéfas@xima e aumenta em escala
logaritmica (Walker & White 2005).

A medida que ocorre o envelhecimento e os nutgemtemeio se tornam mais escassos
ou, alternativamente, quando o organismo esta &xosondicdes menos favoraveis ao seu
crescimento (por exemplo, alteracées na temperatucantato com metabolicos toxicos e/ou
produtos de excrecdo, que podem também alterar almeio), o fungo entra na fase
estacionaria e o0 seu crescimento exponencial @romeido. Nesta etapa, a taxa de
crescimento é nula, devido ao equilibrio entreaslas que morrem e as que séo formadas
por divisdo celular. A fase estacionaria correspoad processo de sobrevivéncia do
organismo por periodos prolongados e a manuteregg&aalatividade celular, sem interrupcao
de seu metabolismo energético e da biossinteseotkrutas. Nesta etapa de restricdo de
crescimento, os fungos podem sintetizar, a pamis dhetabdlitos primarios, diversos
compostos que ndo contribuem para o cresciments,gua podem auxiliar na manutencéo
do estado estacionario — e.g., pigmentos como aninel, que protegem os fungos em
situagcOes de estresse ambiental (Walker & Whit& 2Badigan et al. 2010, Kulkarni 2002).
Por fim, a fase de morte celular ocorre quando wisemtes se esgotam e/ou metabdlitos
toxicos excretados pelo préprio fungo tornam-sesncancentrados no meio de cultura, a
ponto de ndo favorecer a sua sobrevivéncia ouszionento de novas células em quantidades
superiores ou iguais as das células morrendo (Wé&lk&hite 2005).

Uma relag&o entre crescimento e emisséo de lugnfmntrada em alguns estudos com
fungos bioluminescentes, que mostraram um aumaegtoficativo da BL durante a fase

exponencial de crescimento e um decréscimo da méspuas de atingida a fase estacionaria.



37
Além disso, valores menores de emissao de luz ferasantrados em associagdo com menor
crescimento das culturas. Deste modo, foi sugegis® a BL em fungos seja constitutiva
durante o crescimento, ou seja, € essencial aod#genento do organismo e pode estar
relacionada a sua atividade metabdlica, indicaadbém que, enquanto houver crescimento
celular, a emisséao de luz poderia ser correlacemrmain a curva de crescimento, dada em
termos de biomassa (ou diametro do micélio) em&ardp tempo (Weitz et al. 2002, Weitz

et al. 2001, Mendes et al. 2008).

1.4 Agentes quimicos e suas interagcdes com os fungogtais e fenodis

Os fungos estdo em contato direto com uma grandedeale de agentes quimicos no
ambiente em que se desenvolvem. Estes compostopre@enientes de fontes naturais,
resultantes de processos como intemperismo e dp@a, ou de fontes antropogénicas -
quando emitidos por interferéncia humana em atiledandustriais, agricolas e urbanas, por
exemplo (Gadd 2007). Com o desenvolvimento tecioddg 0 aumento da populagédo e da
urbanizacdo, houve uma intensificacdo na emissd mwuentes gerados por fontes
antropogénicas e, consequentemente, seus impantoerdais se tornaram mais evidentes.
Tal emissdo em maiores proporcdes tem gerado s@msgquéncias para 0S organismos nos
ambientes contaminados, podendo resultar na digdauda biodiversidade nestes locais
(Fuge 2012, Lovejoy 1997). Dependendo da conceidra@té mesmo compostos
considerados como nutrientes podem causar danosrgasismos expostos. Além disso, a
toxicidade de cada agente quimico varia de acovdoas suas propriedades, a sensibilidade
especifica das espécies expostas e as condicoentaisd(Pierzynski et al. 2005).

Os fendis e os metais constituem dois grupos deposins caracterizados como
poluentes de grande relevancia nos diferentes admpatos ambientais, uma vez que Sao

amplamente utilizados na fabricagcdo de produtos ealor comercial e descartados como
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residuos, alguns dos quais persistentes no amlflezeeet al. 2006, Hoyos-Hernandez et al.
2014, Gadd 2007). Desta forma, os metais de origimopogénica estdo presentes em uma
série de materiais como pigmentos; baterias; ap@seadletronicos; fertilizantes; pesticidas e
lodo de esgoto contaminado, e sdo emitidos em dEwa de processos como a queima de
combustiveis fosseis e atividades industriais, @talurgia e de mineracdo (Leyval et al.
1997, Gadd 2010). Os fendis, por sua vez, estégepies em produtos como inseticidas;
herbicidas e corantes, e podem ser emitidos emaéude fabricacdo de papel e celulose;
refino de petréleo; producéo de coque e sintesedileas e polimeros, entre outras atividades
(Santos & Linardi 2001, Lee et al. 2006). Entratantima vez lancados no ambiente, esses
compostos precisam estar em uma forma biodispopéaral causar, de fato, uma acéo téxica
a0s organismos expostos.

O termo ‘biodisponibilidade’, neste caso, referers® a concentracdo total de um
poluente no ambiente, mas a quantidade deste ctongwsformas que sejam efetivamente
absorvidas por um organismo vivo (ou seja, témpaacdade de atravessar as suas paredes e
membranas celulares), resultando em uma possixgidade em funcdo da interacdo do
organismo com o0 agente quimico assimilado (Naidwalet2008). A biodisponibilidade,
entretanto, varia de acordo com as propriedadesalopostos quimicos, as caracteristicas do
solo ou meios de cultura e as especificidades dgansmos dentro de determinadas
condicbes. Para melhor elucidar essa questdo, saldos fatores relacionados a essas

variagcdes na biodisponibilidade (consequentemeaté&xicidade) serdo abordados a seguir.

1.4.1 Fatores que afetam a biodisponibilidade de comgostganicos e metais
Para compostos organicos, grupo no qual os fesfé® énseridos, a biodisponibilidade

em ambientes terrestres é afetada por fatores @praprisionamento em microporos ou

matéria organica e a sorcdo, geralmente por ligace®alentes ou idnicas e interagcdes
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intermoleculares. Neste sentido, aspectos releva#sociados a tais agentes quimicos séo a
sua volatilizacéo, lixiviagdo, degradacéo, bioaclagén, transformacao quimica ou bioldgica
e sequestro em componentes do meio de crescingaioeé 2006, Reid et al. 2000, Semple
et al. 2003, Ruggiero et al. 2002).

A biodisponibilidade dos metais, por sua vez, éuerfciada principalmente pela sua
especiacao e mobilidade. Em geral, os metais néaegradaveis ou volateis, como alguns
dos compostos orgéanicos, mas, de forma semelhardstes, podem ser sequestrados,
lixiviados, bioacumulados e transformados. Os mgiadem estar presentes na forma de ions
livres ou permutaveis (que apresentam maior maubkde, portanto, maior toxicidade e
biodisponibilidade) e em ligagcbes com outros eldownsendo aprisionados em, por
exemplo, silicatos minerais, complexos solUveis ctigantes organicos, compostos
organometalicos e compostos insoluveis — entre ékdos, carbonatos e hidroxidos (Leyval
et al. 1997).

As propriedades fisico-quimicas dos poluentes, uindb estrutura molecular e
especiacao, polaridade, solubilidade em &gua, foldicdade, lipofilicidade (que podem ser
correlacionados com o0s coeficientes de particAdocar organico do solo/agua e
octanol/agua), reatividade e volatilidade sdo dateantes para o comportamento dos agentes
guimicos no ambiente - desta forma, compostos Emlapofilicos e hidrofdbicos indicam
um favorecimento do sequestro e consequente @sigtno habitat terrestre (Stokes et al.
2006, Megharaj et al. 2011). Dependendo da reatidad por outro lado, alguns poluentes
podem ser transformados em fungcdo de reacbes caidacéo, reducdo e fotdlise. Em
virtude disso, podem formar produtos intermedidetm finais com toxicidades maiores ou
menores, dependendo da reacdo (Gadd 1993, Stob&s 20

Em conjunto com as propriedades dos agentes guimaso caracteristicas dos meios

onde os fungos se desenvolvem também influenciarbiadisponibilidade, que varia de
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acordo com alguns fatores como pH; area superfoéalcontato para a interacado entre
poluentes e fungos; capacidade de trocas iGnigaxcifpalmente catiénicas) e composicao

dos meios de crescimento (Stokes et al. 2006, Mapka al. 2011, Gadd 1993). O pH do

ambiente pode afetar a dissociacéo e a solubili¢steciada a mobilidade) dos compostos,
influenciando também nas trocas i6nicas e intesagd®rmoleculares, responsaveis pela
adsorcéo dos poluentes e diminuicdo da biodisdalade no meio de crescimento. Neste
caso, a carga e o raio ibnico sao propriedadesrtaiges: quanto maior a carga e menor o
raio, mais intensa sera a adsorcdo no ambientsteyy devido a maior forca das interacdes
eletrostéticas e trocas ibnicas (Rieuwerts 1998).

No mesmo sentido, uma composicdo mais rica em i@aatgganica, a qual 0s compostos,
especialmente os lipofilicos, interagem e sao maslos em maior intensidade, também
resultaria em uma menor biodisponibilidade (ReidleR000). Para metais, a quantidade de
matéria organica contribui ainda para a formacaoameplexos metalicos - este € o caso do
cobre, que, além de ser retido no solo por mecassie troca idnica e adsor¢ao, possui
afinidade por ligantes organicos sollveis e matéianica. Ja a presenca de alguns
compostos inorganicos, como o6xidos de ferro ou adg, e ions inorganicos também
podem potencializar a sor¢cdo de metais e a forma@gg@mmplexos — por exemplo, o cadmio
tende a formar complexos com ions cloreto quandesesdo abundantes em solos,
diminuindo sua biodisponibilidade (Gadd 1993, Baika®t al. 2001, Gadd 2007).

O potencial redox do ambiente de crescimento, enfttado por sua composic¢ao (e.g.,
teor de oxigénio, agua e minerais), é outro fatgrdrtante na decomposicédo e transformacao
de poluentes organicos, exercendo influéncia tant@especiacdo dos metais, cujos estados
de oxidacdo variam de acordo com reducdes ou dadagromovidas por agentes oxidantes
ou redutores no ambiente. Desta forma, um mesmwmeel® pode também apresentar

toxicidades distintas (Gadd 1993). J& para os $em@dpresenca de agentes oxidantes, como
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oxidos de ferro e manganés, pode auxiliar na deso#cdo de ambientes contaminados pela
sua transformacdo em compostos menos toxicos oasneodisponiveis - por exemplo, por
formacdo de dimeros e oligdmeros (Ruggiero etCdl22Ruggiero 1999).

A variabilidade entre as espécies e alguns dosmeaanismos de defesa sdo igualmente
levados em consideracdo para a biodisponibilidadatividade das enzimas extracelulares
fungicas na transformacao, mineralizacdo e biodegé&o de poluentes € uma das principais
formas de alteracdo na biodisponibilidade de commgosrganicos (Gadd 2004, Pointing
2001). Para metais, os mecanismos sdo geralmeltéelo® a alteracdo na especiacao e na
mobilidade desses elementos. Um exemplo disso ®augio e secrecdo de metabolitos,
como acidos organicos (e.g., acido oxalico), prando a lixiviacdo dos metais, que podem
ainda ser quelados, precipitados ou sofrer rea@esxirreducao pelos compostos secretados.
Outra forma de interferéncia na biodisponibilideso o0s processos de biossor¢cdo em
polissacarideos e proteinas de paredes celulages @eitina, quitosana e melanina), que
promovem a imobilizacdo dos metais. (Baldrian 2@B&dd 2000, Meharg 2003, Hartley et
al. 1997, Gadd 1993).

Os fatores abordados nesta secao, além da disiaedlei de nutrientes para favorecer
um melhor desenvolvimento flngico, ilustram a c@xrjplade de estudar os efeitos toxicos
de um composto a um organismo vivo. As interactegg eompostos, ambiente e organismos
determinardo as formas em que um agente quimianaesti ndo disponivel para possivel
absorcao e efeito toxico. Desde que estejam naaftiodisponivel, no entanto, os diferentes
compostos em contato com os fungos podem causas ga&gundo mecanismos especificos

de toxicidade, conforme seré abordado a seguir.

1.4.2 Mecanismos de toxicidade de metais e fendis pagok

Considerando a variedade das possiveis interacdge &ingos e poluentes, tais
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compostos, quando biodisponiveis, afetam grande paraspectos ligados ao metabolismo,
crescimento, reproducéo, atividade enzimatica, ohmgfa e diferenciacdo dos organismos,
entre outros fatores. Desta forma, os metais pdulequear grupos funcionais de moléculas
biologicas (por exemplo, enzimas e sistemas dep@ate para nutrientes e ions), deslocar
e/ou substituir metais essenciais de biomoléculasnidades celulares, comprometer a
integridade das membranas de células e organefdsragir com enzimas para provocar a
sua modificacdo; desnaturacao e inativacdo (Gagd, Baldrian et al. 2003).

Devido a baixa especificidade de sistemas de toatespara viabilizar a absorcdo de
metais essenciais, alguns metais ndo essenci@sgmimente tOXicos com caracteristicas
semelhantes (e.g., tamanho e carga) podem seradit@mente transportados para o interior
dos organismos. Uma vez absorvidos, tais elemgradem afetar tanto reacdes especificas
quanto processos metabodlicos como um todo, alémfldenciar a producdo das enzimas
extracelulares, sem as quais a obtencdo de nefi@ara sobrevivéncia se torna dificultada.
Esse mecanismo pode ocorrer com &°Qgor exemplo, que se associa rapidamente & parede
celular do basidiomicet®axillus involutuse, dependendo do potencial da membrana deste
fungo, é absorvido em um processo mais lento asdoeo transporte de Gpara o interior
das células (Baldrian et al. 2003, Blaudez et@002.

Mecanismos indiretos de toxicidade dos metais @ewola formacao de radicais livres
por meio de reacdes de oxirreducdo. Uma vez prddsizesses radicais podem participar de
reacfes em cadeia envolvendo a degradacdo de tasldmologicas, tal como proteinas,
acidos nucleicos e polissacarideos. Um dos mam@lkess, neste caso, sdo as membranas
celulares, que sofrem danos por peroxidacdo lipidieste processo, as cadeias alquilicas
dos lipideos sado transformadas em radicais peguiiale hidroperdoxidos de acidos graxos
pela reagdo com outros radicais livres presenteseio (Gadd 1993).

Adicionalmente, alguns complexos lipossoluveis destais de transicdo (ou,
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alternativamente, complexos e fons livres em solagfuosa), como o Fee o Cu, podem

promover, por meio da reacdo de Fenton com os peddaidos, a formacédo de radicais

hidroxila (HC'), acelerando o processo de peroxidacao lipidpatencializando um estresse

oxidativo, que ocorre quando a geracao de espéeativas de oxigénio (EROs) excede a
capacidade de defesa antioxidante de um organReax6es envolvendo a reducdo dé’Cu
por EROs (e.g., radicais &nion-superoxido) tambémrrem, resultando em G CU,
utilizado novamente na reacao de Fenton (Gadd B3t al. 2003).

E conhecido que os fendis, entre outros composg@mnizos, podem ser degradados em
decorréncia da atividade fungica, devido a prodwgE@nzimas originalmente destinadas a
decomposicdo de matéria organica no ambiente, @moaso da lignina, que possui grupos
fendlicos em sua macromolécula. Tal caracterigtjcgaclusive, amplamente empregada em
processos de bioremediacdo, na descontaminacdondeerdes poluidos. No entanto, o
acumulo de compostos fendélicos no ambiente po@efénir na atividade de enzimas e afetar
a funcédo dos fungos no solo. Exemplos disso sdob&do de hidrolases e enzimas com
grupos —SH em sua composi¢cao, ambas essenciaiscoeposicdo da matéria organica e
obtencéo de nutrientes essenciais. O acumulo dadssfeneste caso, pode ser causado pela
diminuicdo da capacidade de degradacao do fungoé gfietada por outras enzimas, como as
fenoloxidases, cujas atividades sdo reduzidas aidmegue a temperatura; o pH e a
concentragdo de Qdiminuem. Alternativamente, os fenois podem serbam acumulados
guando as emissdes antropogénicas excedem a apadiel decomposicao ou transformacéo
dos poluentes em compostos menos toxicos (Laih6,208da et al. 2003).

A capacidade de causar efeitos toxicos na interdgéta entre poluentes e organismos
aumenta, em geral, com a lipofilicidade das mobExujue ndo foram imobilizadas no
ambiente (Michalowicz & Duda 2007). Assim, os costps lipofilicos tendem a ser

absorvidos pelos fungos em maior proporc¢éo, pardsfde com as suas paredes e membranas
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celulares (Dambolena et al. 2012, Voda et al. 2004)

O modo de acao dos fendis depende das formas res gstes se encontram no
ambiente: protonada, ionizada ou oxidada. Se hqueglominancia de fendis protonados, ha
uma maior tendéncia para as ligacdes de hidrogénimitras interacfes reversiveis com
grupos hidrofébicos em biomoléculas - por exemglapos quimicos de proteinas, cadeias
alifaticas ou aromaticas em aminoacidos e caddimsliaas em acidos graxos. Ja na forma
ionizada, ligacOes ibnicas reversiveis sdo gerdknemmadas devido a atracéo eletrostatica
por regides com cargas positivas em outras moléchiada na forma ionizada, a oxidacéo
dos fendis pode ser favorecida pela alta reati@dhas ions fenolato (Appel 1993).

A oxidacao fendlica constitui um dos principais ax@emos pelos quais 0s poluentes
fendlicos séo transformados no ambiente e interag@mas biomoléculas para causar danos
aos organismos (Appel 1993). Assim, este processde pcorrer por via quimica (e.g., em
reacdes com peroxido de hidrogénio ou ferro) ounaditica - neste caso, por exemplo, com a
participacdo de fenoloxidases e peroxidases prddszpelos fungos. O resultado da
oxidagdo, no entanto, pode levar a origem de redfeaoxila e metabdlitos intermediarios
(e.g., semiquinonas) que, nesta forma, interagem & biomoléculas nas células. Nestas
reacbes, h4d uma consequente producdo de peroxidbidiegénio ou radical-anion
superoxido e radical hidroxila, contribuindo parpexoxidacao lipidica, danos as estruturas
celulares e inativagdo de enzimas (Michalowicz &d®®2007, Appel 1993, Xu 1996). Na
forma oxidada ou protonada, podem ainda ocorrexcligs covalentes irreversiveis com
biomoléculas, originadas a partir de processosvétizios e ndo enzimaticos (Appel 1993).

Portanto, a reatividade dos fendis com biomolécéldaambém um fator determinante
para os efeitos toxicos causados aos fungos, er@sigionada com as propriedades do
ambiente de crescimento - pH, potencial de redue@ode enzimas extracelulares e presenca

de agentes redutantes ou oxidantes ndo enzimatieos facilidade de doagéo de elétrons
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pelos fendis que, por sua vez, € influenciada psteutura da molécula (Michalowicz &
Duda 2007, Appel 1993).

As principais consequéncias dos danos as membcahdares, tanto por metais quanto
por compostos organicos, sdo a sua despolarizagdodesacoplamento da fosforilacao
oxidativa mitocondrial. A primeira afeta o poternogetroquimico das células e, portanto,
interfere na absorcdo de nutrientes essenciaigbteacdo de energia a partir dos mesmos, e
na troca ibnica com o ambiente externo. A segundarr®@ em consequéncia da
despolarizacdo das membranas mitocondriais, jdadiesforilacdo oxidativa € desacoplada
quando ndo ha uma diferenca de potencial eletrogoimas mitocéndrias, prejudicando a

sintese de ATP pelo organismo afetado (Gadd 19818eBs et al. 2009, Stevani et al. 2013).

1.5 Bioensaios de toxicidade

Compostos organicos e inorganicos em matrizes amasepodem ser quimicamente
identificados e quantificados por meio de técnicamaliticas tradicionais (e.qg.,
espectrofotometria de absorgcéo atdbmica e cromdiagrantretanto, ensai@®m organismos
vivos, apesar de ndo estabelecerem por si s6 a concenwac#&@entificacdo dos agentes
guimicos, permitem um conhecimento mais real acerca dososfdiixicos causados as
espécies. Isso porque a resposta bioldégica emréacta da exposi¢cdo a um composto toxico
leva em consideracdo ndo apenas a concentracdgoalosntes, mas também a sua
biodisponibilidade, as caracteristicas dos orgamssie.g., mecanismos de defesa) e a sua
interacdo com 0s agentes toxicos em condic¢des ifispecde incubacdo (Steinberg et al.
1995, Weitz et al. 2002). Assim, os métodos acakit{iquimicos) e os bioensaios apresentam
diferentes enfoques, podendo ser utilizados um emmpkemento ao outro, ou
preferencialmente adotados de acordo com os obgetig interesse no estudo.

Conforme exposto acima, os bioensaios de toxicidesdeiam-se na resposta biolégica
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de um organismo vivo quando exposto por determimaihpo (suficiente para que os efeitos
toxicos ocorram) a uma faixa de concentracdes degemte quimico de interesse, com o
gual a espécie utilizada interage por diferentesamemos, levando-se em conta as
especificidades da mesma e os demais fatores almsrde secdo anterior. Uma série de
organismos aquaticos e terrestres representatvakferentes niveis troficos é utilizada em
bioensaios desenvolvidos para avaliar a toxicideleompostos organicos e inorganicos. As
respostas bioldgicas de inUmeras espécies de aniatgas, plantas e microorganismos sao,
principalmente, alteragbes na reproducdo, no erestd, na mobilidade, mortalidade,
biomassa, emisséo de luz, germinacao e producéodita (Stephenson et al. 2002).

A toxicidade de cada composto - ou, alternativamea® uma mistura de compostos - é
obtida a partir de um grafico da concentragdo dani@gquimico na escala logaritmica em
funcdo do efeito causado ao organismo - e.g.,gadide crescimento e diminuigdo da luz
emitida (Landis & Yu 1995, Weitz et al. 2002). Comesultado, é obtida uma curva, em

geral, de forma sigmoidal (Figura 7).
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Figura 7. Curva tipica de toxicidade. Fonte: Kent (1998).

A curva de toxicidade indica que, a partir de deieada concentracad.QEL —do
inglés, ‘Lowest Observed Effect Levglalguns efeitos sobre a espécie utilizada nonisaie

comecam a ser observados, mas sao ainda discrgtostanto, ndo podem ser diretamente
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correlacionados com a resposta do organismo aidaxie de um dado composto ou mistura.
Entretanto, atingida uma concentracdo minima, @osta do organismo intensifica-se e torna-
se mais evidente, podendo ser associada aos mes$aitos toxicos adversos causados pela
exposicdo em concentracdes maiores — neste pamtseeo LOAEL (do inglés, Lowest
Observed Adverse Effect Level'Por fim, os efeitos adversos se tornam altosfiwiente
para resultar na morte de 100% dos organismos ®g@&ou na resposta maxima em
decorréncia da interagcdo com o composto testadut (98, Landis & Yu 1995).

A toxicidade é usualmente representada pelos wahbgeconcentracdo que causam 50%
do efeito bioldgico no eixo y. Neste contexto, tovale EGo (concentragdo mediana efetiva)
€ um dos parametros utilizados em ensaios de tiaxie, de modo que quanto menor o seu
valor, maior sera a toxicidade do composto - oa,s@jna menor quantidade de um agente
toxico serd necessaria para causar 50% do efdite soorganismo em estudo. A inclinacao
das curvas também € importante na avaliacdo deidagie em alguns casos mais especificos
- por exemplo, compostos com diferentes valoresE@g, em curvas com inclinagoes
semelhantes podem indicar um mecanismo de toxieidadcomum, enquanto que valores de
ECso semelhantes em curvas com inclinagbes distintasramogjue um composto pode ser
mais ou menos toxico do que outro em pontos espaesifem concentracdes maiores ou
menores do que a do EffLandis & Yu 1995).

Em geral, o compartimento ambiental aquatico é idersdo o principal receptor de
poluentes. Isso se deve a possibilidade de salabdb e migracdo de agentes quimicos
téxicos do solo e/ou do ar para as fontes de dggaq, rios, oceanos, etc.) em decorréncia
de, por exemplo, chuvas (CETESB 2014). De forma padimel, existe uma grande
guantidade de ensaios de toxicidade voltados agi@mos aquaticos, propostos inclusive
por agéncias governamentais (como a CETESB - Cdmgoakmbiental do Estado de Sé&o

Paulo e USEPA -United StatesEnvironmental Protection Agency 0Orgaos voltados a
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elaboracdo de normas técnicas - entre eles, ISOternational Organization for
Standardizatione ABNT - Associacdo Brasileira de Normas Técnic@BETESB 1988,
ABNT 2011, ISO 2012, USEPA 1993).

Os bioensaios com microrganismos empregam, em @aarte, espécies de bactérias, tal
qual a Pseudomonas putidacujo efeito estudado € a inibicdo do crescimemais
usualmente, sdo utilizadas as espécies aquatichamimescentes Aliivibrio fischeri (ex
Vibrio fischer) e Photobacterium phosphoreuyaliando-se a diminuicdo da emisséo de luz
COmo resposta a exposicado aos agentes quimicosséhvblvimento de bioensaios com tais
organismos deve-se ao fato de constituirem métpddgos, reprodutiveis, diretos, rapidos,
sensiveis e economicamente viaveis, podendo $eadtis para avaliar a toxicidade de uma
grande quantidade de compostos e amostras ambientaaracteristicas desejaveis para
viabilizar qualquer bioensaio de toxicidade (F&Barceld 2003).

Por esses mesmos motivos, um dos bioensaios milizadds e comercialmente
disponiveis é o Microtd¥ desenvolvido em 1979. Como procedimento basi@specieA.
fischerireconstituida é utilizada para testar a toxiciddelamostras principalmente aguosas -
por exemplo, efluentes industriais e municipaigjgdgara consumo ou de chuvas, descartes
perigosos e extratos de sedimentos ou solo. Agéawiala BL € medida em um fotdmetro
especifico, com controle de temperatura, antegeisiele periodos geralmente em torno de
15-30 min ou 22 h, a partir dos quais ocorrem e#tasf tdxicos, respectivamente agudos e
cronicos. Tais efeitos sdo associados aos dan@dividade metabdlica da espécie, sendo
quantificados pela consequente diminuicdo da bimlesténcia (Brovko 2007, Bulich 1979,
Farré & Barcel6 2003).

Apesar da ampla utilizacdo de bactérias aquéticadieensaios com microrganismos,
uma avaliacdo mais completa acerca da toxicidadagdates quimicos em um ambiente é

idealmente realizada a partir da combinacdo desddddoxicidade obtidos ndo apenas para
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um organismo em um compartimento ambiental, mas para juncdo de organismos que,

juntos, representariam com maior exatidao a didads da flora e fauna em um ecossistema.
Assim, essa “bateria” de testes de toxicidade satilapara levar em consideracédo, por

exemplo, a variedade de sensibilidades em espdeiafiferentes grupos taxonémicos e a
diversidade de espécies com relevancias e fungba®gecas distintas, que entram em

contato com poluentes por meio de diferentes caimpamtos ambientais, interagindo com os

contaminantes por diferentes rotas de exposic&plighson et al. 2002).

Embora as bactérias utilizadas em bioensaios eraggp$ ocupem posicdes na base da
cadeia alimentar, ambos ndo sdo normalmente eadostrno mesmo compartimento
ambiental. Portanto, é natural que desenvolvam mi&oas distintos de defesa e de interacéo
com o0s agentes quimicos, podendo apresentar dé#srezspostas bioldégicas em decorréncia
da exposicado a poluentes toxicos. Considerandoadwgdo ecoldgica, os fungos seriam
organismos estratégicos para avaliar a toxicidagecampostos no ambiente terrestre,
representando com maior exatidao espécies que vineste compartimento ambiental. Os
testes de toxicidade seriam entdo destinados, eutras aplicacdes, a avaliacdo de danos
provocados por poluentes em ambientes contamingdogndo ser utilizados em conjunto
com os bioensaios utilizando espécies aquaticagooteste de novos fungicidas, visando
aprimorar a producédo agricola (Weitz et al. 20@2y&hi et al. 2013).

O efeito mais estudado nos bioensaios com fungmsnéicdo do crescimento, obtida
tipicamente pelas medidas do didmetro ou biomassmidélio (Weitz et al. 2002). Neste
caso, 0 procedimento consiste em homogeneizar oteagguimico de interesse, cuja
toxicidade estéa sendo testada, em meios de cwsiesilizados e com composi¢céo definida.
Posteriormente, estes meios sao inoculados conpéciesem estudo e o crescimento é
medido apds um determinado periodo de incubacaaoewicdes controladas. Os dados de

tais medicdes sdo comparados com controles, ondehaéve a adicdo de compostos
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potencialmente toxicos ao meio, calculando-se &igaod de crescimento em cada
concentracdo testada, o que permite a construcéorda de toxicidade e a obtencéo dg&C
(Guillén & Machuca 2008)onlaporn & Suntornsuk 2010, Devappa et al. 2012itx\2002,
Dambolena et al. 2012).

Apesar de serem mais tradicionais, os bioensaidsxitddade com base no crescimento
pela medida do diametro radial do micélio ndo aersim a sua densidade (Hartley et al.
1997, Stevani et al. 2013). Assim, um maior diamefko necessariamente tera relacdo com
um melhor desenvolvimento da espécie, uma vez gueicélio pode apresentar amplo
crescimento horizontal no meio de cultura sem &ptas um crescimento proporcional na
biomassa e, consequentemente, havera uma baixdatEsicelial. Tal resultado foi obtido,
por exemplo, por Guillén e Machuca (2008), que nagdio diametro e a biomassa do micélio
de 10 espécies fungicas expostas a diferentesmpac@es de cobre (1), identificando que as
espécies com maior biomassa nao correspondianp@si€s com maior diametro radial.

Além disso, o crescimento ndo ocorre somente nuogh@rizontal, como é considerado
guando se obtém apenas o diametro do micélio, amalsém no plano vertical. A medida da
biomassa, que seria um método para levar em coagéite o crescimento tridimensional do
micélio, por outro lado, constitui um procedimentouco pratico, consumindo maior
quantidade de tempo e trabalho (Weitz et al. 2@¥yani et al. 2013). Isso porque, neste
caso, € necessario separar o fungo por filtracfds(dundir os meios de cultura), para
posterior secagem do micélio — que pode durar 8k -4e pesagem (Weitz et al. 2002,
Guillén & Machuca 2008). Depois deste processanmelios sdo descartados, necessitando
uma quantidade maior de culturas no caso de seeeessarias medidas do crescimento ao
longo dos dias de incubacao — por exemplo, parlegawaperfil de crescimento do fungo.

Como alternativa as limitagfes dos bioensaios taicionais, nos quais a inibi¢cdo de

crescimento é avaliada, existem o0s bioensaios th@seaza bioluminescéncia, que também
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apresentam baixo custo, facilidade de aplicacéensilsilidade. Os seus procedimentos sao
mais simples, rapidos e praticos do que a medidaiaeassa e a intensidade da emissao de
luz se relaciona melhor com a densidade e desematto do micélio do que o crescimento
a partir do diametro radial, cujas medicoes, poerseobtidas manualmente com réguas ou
paquimetros, podem ser dificeis de interpretar (den& Stevani 2010, Weitz et al. 2002,
Weitz 2007).

Existem dois principais métodos para a realizacds 8#ioensaios com fungos
naturalmente bioluminescentes. Um deles foi prapgstr Weitz et al (2002), utilizando
micélios globulares das espéci@smillaria mellea e Mycena citricolor cultivadas por,
respectivamente, 10 e 7 dias, sob agitacdo corstamimeios de cultura liquidos. Os autores
avaliaram a toxicidade de metais e fenois subdtigiiapos 60 min de exposicdo com o
micélio. Por sua vez, Mendes e Stevani (2010) dedezram o primeiro bioensaio utilizando
um fungo bioluminescente em meio de cultura soimogual os agentes toxicos, ao inves de
serem incorporados aos meios, sao aplicados dieatarsobre o micélio ja desenvolvido. Na
metodologia proposta pelos autores, a toxicidadendtis foi avaliada para a espé@e
viridilucensapos 10 dias de crescimento nos meios de cultbese de agar, adotando-se 24
horas como tempo de exposicéo.

Diferentemente dos bioensaios tradicionais, ambes nm@todos bioluminescentes
descritos acima ndo necessitam de controles sezanaelmitindo que cada uma das culturas
utilizadas nos testes de toxicidade seja contrelsi tnesma. Isso ocorre porque os poluentes
a serem testados ndo necessitam ser diluidos rios arges da inoculagdo, como é feito na
metodologia convencional, que utiliza espécies lmatuminescentes. Alternativamente, 0s
compostos quimicos sdo aplicados ap6s o desenwiténdo micélio, que tem a sua BL
medida antes e depois de um determinado tempopisie®o — ou seja, a medida realizada

anteriormente a aplicacdo do agente toxico é atiizcomo controle e comparada com o
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valor obtido ap0s a exposicdo. Tal caracteristcandtodo favorece maior reprodutibilidade
e diminui erros experimentais associados a possiagiiabilidades entre os micélios que
crescem em placas diferentes. Além disso, é pdssiestificar quaisquer anomalias no
desenvolvimento da espécie, relacionadas a queséesnvolvidas com os efeitos toxicos
dos poluentes, evitando erros de interpretacaoetostados (Mendes & Stevani 2010).

O cultivo em meio liquido afeta em menor escaldagaisponibilidade dos compostos
testados, quando em comparacdo com 0s meios sAlidtes, por possuirem agar e outros
componentes em sua composi¢ao, podem imobilizpolentes no meio, podendo afetar os
resultados de Efgpela alteracdo da biodisponibilidade. Por essaoraazdoxicidade de um
mesmo composto obtida por bioensaios em meiosdbgué frequentemente maior do que
quando os fungos sao inoculados em meios sélidadd G983, Hartley et al. 1997, Mendes
& Stevani 2010). Um exemplo disso séao os resultatitislos por Jones e Muehlchen (1994)
para a espeéci€helephora terrestrisque apresentou alta tolerancia a concentracod@le
500 mg/L de cobre em meio sélido, mas teve secionesito inibido sob 200-400 mg/L do
mesmo elemento em meio liquido.

Por outro lado, o crescimento do micélio em meiqsidos € menos representativo do
seu crescimento natural no solo, e, como conse@yére resultados do bioensaio podem
refletir de forma menos exata a toxicidade em egiiga reais de desenvolvimento flngico,
onde a sensibilidade da espécie utilizada podanam funcdo do ambiente onde € inoculada
e da sua diferenciagdo no mesmo (Hartley et al7)198onsequentemente, 0 bioensaio
proposto por Mendes e Stevani (2010) apresentama wmaior proximidade com as
caracteristicas dos fungos se desenvolvendo erha@tat natural, em comparacdo com o
bioensaio desenvolvido por Weitz et al. (2002).

Com as metodologias apresentadas acima, pode-eeqlie 0os bioensaios com fungos

bioluminescentes representam uma opc¢ao adiciosab@ensaios ja existentes com outras
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espécies aquaticas e terrestres, além de ser umlesoento as analises quimicas para
quantificacdo e identificacdo de compostos. Destmd, tais bioensaios representam uma
metodologia viavel que poderia, inclusive, selizdda com outras espécies bioluminescentes
seguindo a mesma base de procedimentos, desde @stabeleca previamente as melhores
condicOes para a sua emissdo de luz. Assim, po@enarspliados os testes existentes,
voltados a avaliacdo da toxicidade de substancespu misturas, de amostras ambientais e
de fungicidas de interesse comercial para comlatgos basidiomicetos patdégenos (Stevani

et al. 2013, Mendes & Stevani 2010, Weitz et al20
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho buscou avaliar os efeitos glemas condi¢cdes de cultura sobre o
perfil de BL do fungdNeonothopanus gardnerajustando-as com foco no desenvolvimento
de um bioensaio de toxicidade. Para estes progQsi® objetivos especificos do estudo
foram:

1. Conduzir experimentos preliminares para estudaromportamento da espécie e
diminuir a disperséo nos valores de BL.

2. Incubar o fungo em diferentes temperaturas, vaoiamgmbém o pH e as
concentracdes de nutrientes (fontes de carbonagrdgénio), a fim de identificar condicbes
de cultivo em que o perfil de BL é favoravel a eptido do bioensaio.

3. Avaliar a influéncia do ar atmosférico sobre a Bl procedimento de abertura das
placas, necessario para a aplicacdo de agentesciadigente toxicos e diluentes sobre o
micélio.

4. Determinar um solvente para os compostos cujasitiades serdo testadas. Com esta
etapa, buscou-se identificar um diluente que né@secafeitos toxicos associados a inibicdo de
BL, para evitar erros na analise dos resultados.

5. Estabelecer o tempo de exposicéo ideal para o $agenequivalente ao periodo
minimo necessario para que a resposta do fungefatss toxicos seja maxima, sem que
haja influéncia do ar atmosférico ou dos diluestase a BL.

6. Aplicar o bioensaio de toxicidade para dois mei@ig? e Cd?) e dois fenéis (fenol e
4-nitrofenol), analisando as suas vantagens e degyens frente aos demais bioensaios
desenvolvidos para espécies de fungos bioluminesgen

Além das etapas supracitadas, este trabalho tandgmesenta experimentos para
determinar se ocorre absor¢do de fenol e fendistitwilos em meios de cultura, de modo a

alterar significativamente a concentracdo de tgentes toxicos expostos aos fungos. Os
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compostos testados foram escolhidos com base naaplieacdo em um bioensaio
desenvolvido anteriormente pelo grupo com outraéa@spde fungo bioluminescente,

Gerronema viridilucens
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes

Os meios de cultura foram preparados com agualadiest agar (AgarGel, grau
alimenticio), extrato de levedura (Sigma-Aldrichjnelaco de cana de acucar (Brix 83,4%,
Pol 49,2%) doado pela Usina S&o José da Estiva oNderizonte — SP). Melacos
alimenticios da SuperBdire da Homemadeforam alternativamente utilizados em ensaios
preliminares. Acido citrico anidro (Casa AmericaleaArtigos para Laboratorio, grau PA) e
NaHP O, anidro (Sigma-Aldrich, pureza99%) foram empregados em tampdes. Para ajustes
no pH, foram preparadas solu¢cdes de NaOH (Syrsila, BA), PO, ou HSO, (Merck, grau
PA). Para o bioensaio, foram utilizados 3Cd88,0, CuSQ.5H,0, fenol, 4-nitrofenal,
Triton X-100, acido 2-(N-morfolino)etano sulféni¢@ampao MES, Merck e Sigma-Aldrich,
purezas> 99%) e dimetilsulfoxido (DMSO, Synth, pureza 99)9®ara a quantificacdo de
fendis em meios de cultura, além do fenol e dotbieinol supracitados, foram utilizados
FeCk.6H,O (Sigma-Aldrich, pureza 98%), HCIl (Merck, 37,5%), Fe(CN)] (Sigma-
Aldrich, pureza> 99%), 2,4,6-triclorofenol, 4-cianofenol, 4-metd@abl e 4-clorofenol
(Sigma-Aldrich e ACROS, purezas 98%). Todas as solucdes foram preparadas em agua

ultrapura (MilliQ).

3.2 Materiais e aparelhagem

Uma balanca analitica e outra semi-analitica (Mefibledo, modelos AG285 e PB3001-
S, respectivamente) foram utilizadas na pesagemedmentes e componentes dos meios de
cultura, preparados em frascos Schott. A esta¢éia de materiais e meios de cultura foi
realizada durante 30 min. a 121°C, sob pressadoldgficm?, em uma autoclave vertical
(Phoenix, linha AV). Um bico de blinsen foi adicibnante utilizado para a esterilizagéo de

algumas das aparelhagens. Todos os procedimentasop@reparo das culturas foram
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conduzidos em um fluxo laminar (Pachane, modelo ARE), localizado em uma sala
devidamente limpa e submetida a incidéncia de Niphra descontaminacdo do ambiente.

Culturas do fungoN. gardneri foram inicialmente isoladas a partir de corpos de
frutificacdo coletados no municipio de Altos, natdMdos Cocais (Fazenda Cana Brava, de
propriedade do Prof. Dr. Ismael Dantas). Amosti@agspécie estdo depositadas no herbario
do Instituto de Botanica, em Sao Paulo-SP, sob ment de identificacdo SP 416342
(Capelari et al. 2011). Os materiais utilizadosnwculacdo do micélio consistiram em uma
pinca metalica, um fura-rolhas de 3,5 mm de diameterno, filme plastico de PVC e placas
de Petri descartaveis de plastico (Corning e Japyacom 100 mm, 60 mm e 35 mm de
diametro) ou de vidro (com 60 mm e 35 mm de didmeths culturas preparadas foram
mantidas em camaras climaticas (BINDER, modelos BF e KB-53, e Tecnal TE-391)
com controle de temperatura e umidade. Para a &wedig BL fungica, foram utilizados
luminémetros de tubo (Berthold Sirius) e de micaspk (Tecan InfiniteM200).

As solucdes foram preparadas utilizando béquesd8ed volumétricos, funis de vidro,
pipetas Pasteur e micropipetas (Eppendorf Reseddeh)ultrapurificador de agua (Merck-
Millipore, modelo MilliQ Direct 16) forneceu agueestilada e ultrapura. Para facilitar a
solubilizagdo de sélidos e homogeneizacdo de sed¢di utilizado um banho ultrassénico
(Elma, modelo 420). Ajustes de pH foram feitos empHmetro da marca Marconi, modelo
PA 200. Para verificar se houve absorcdo de femdismeios de cultura, utilizou-se uma
chapa de aquecimento (Thermo Scientific), lamireamitrétomo, pingas metalicas, tubos de

ensaio, cubetas de vidro e um espectrofotometro/ig\(Hitachi, modelo U-2010).

3.3 Preparo de solucdes e meios de cultura
3.3.1 Tampao acido citrico/fosfato

Foram preparados tampdes em pH 4, 6 e 8 em agapurh, ajustando o pH, quando
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necessario, com solugcdes 0,1M de NaOH R4 (Tabela 2).

Tabela 2.Concentracfes para preparo de tampdes citratdiosfa

pH Acido Citrico Na,HPO,4
11,7 g (61 mM) 10,9 g* (77 mM)
7.1 gt (37 mM) 17,9 gI* (126 mM)
0,8 gL (4 mM) 27,6 gl (194 mM)

3.3.2Meios de cultura

Nos estudos preliminares sobre a BL, os micéliognfioinoculados em meios de cultura
com composicao idéntica a otimizada anteriormeate grupo para a espéde viridilucens
(Mendes et al. 2008). Neste caso, 0 meio cons&tiu2% de agar, 0,1% de extrato de
levedura e 1% de melaco de cana de agUcar em égtikadih, sendo todas as concentragdes
em m:m.

Os meios de cultura foram preparados em pH 4, gtangoonados e ndo-tamponados,
tanto nos estudos preliminares quanto em estudsisrpwes. Para o pH 6 ndo-tamponado, 0s
meios foram preparados pela simples pesagem de tmloomponentes e verificagdo do pH
que, neste caso, permanece naturalmente no vaejade, sem necessitar de maiores ajustes.
Para pH 4 e 8, entretanto, foram feitas adaptagaes evitar a hidrélise do agar durante o
processo de esterilizagdo na autoclave, o que ienpesua solidificacdo apds esfriamento.
Desta forma, para 300 g de meio de cultura, 6 &gade foram pesados separadamente em 100
g de &gua destilada. Em outro frasco, o extrattededura e o melaco de cana de acgucar
foram pesados com o restante da agua necességas@Hs foram ajustados para 3,5 e 11
com NaOH 0,1M ou bBO, 0,1M. Apenas apés a esterilizacdo, o agar foii@uclo e
misturado aos demais componentes dos meios, quéiean respectivos pH finais em torno
de 4 e 8. Os valores de pH ajustados antes da lawdgem foram identificados

empiricamente, sendo determinados anteriormentegoepo. Os procedimentos para preparo
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dos meios tamponados foi idéntico aos descritomaciapenas substituindo-se a agua
destilada pelas solu¢des tampao.

Por ultimo, foram variadas também as concentradéesxtrato de levedura e melaco
(fontes de nitrogénio e carbono, respectivamem@)tendo o pH 6 ndo tamponado. Neste
caso, os componentes foram pesados em um mesmo ffaforma semelhante ao descrito

no primeiro paragrafdesta secéo, variando apenas as suas propor¢oes.

3.3.3Diluentes para os agentes toxicos

Foram preparadas as seguintes solucdes em agapuudty a fim de testar possiveis
diluentes para os agentes toxicos avaliados nens&ios de toxicidade: Triton X-100 0,05%
(m:v); DMSO 0,1% (v:v) e Triton X-100 0,01% ou 0%5m:v) tamponado com MES 9,8

gL (50 mM). Os pHs foram ajustados em 5,7 com soki6EM de NaOH ou $$0;.

3.3.4 Solucdes de fendis e céations metalicos

Foram preparadas solucbes estoque dé& QDd™?, fenol e 4-nitrofenol pela sua
solubilizagéo na solugao de Triton X-100 0,01% (ntamponada com MES 50 mM (pH
5,7). Aliguotas destas solu¢des foram diluidas eemo solvente para serem aplicadas sobre

0 micélio nos testes de toxicidade (Tabela 3).

Tabela 3 Concentragbes das solucdes estoque e faixamndentoacdo das solucdes de teste,
as quais os micélios foram expostos.

Faixas de concentracao:

Agente toxico  Sal de origem  Solugbes estoque -
solucgdes de teste

Cu™ CuSQ.5H,0  12,5g*(50 mM)  2,5x10°%-6,2 gL'* (0,01-25 mM)
Cd™? 3CdSQ.8H,0 15,3 gl*(20 mM)  7,7x10%*0,38 gL'} (0,001-0,5 mM)
fenol - 0,94 g* (10 mM)  0,94x10°-0,94 gL'* (0,01-10 mM)

4-nitrofenol - 2,8 gl* (20 mM) 1,4x10°-1,4 gL'* (0,01-10 mM)
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3.3.5Solucdes para o método de quantificacdo dos feamimeios de cultura

Para esta etapa paralela, utilizou-se como diluem solucdo de Triton X-100 0,05%
(m:v) em agua ultrapura, com pH ajustado em 5,5 Ba@H 0,1M ou HSO,0,1M. Este é o
mesmo diluente adotado por Mendes e Stevani (20@0bioensaio desenvolvido para o
fungo G. viridilucens razéo pela qual foi adotado nesta secdo de expaios. Do mesmo
modo, foram preparados meios de cultura com pkh@omposicao otimizada por Mendes et
al. (2008), vide descricdo na secado 3.3.2. Patastes que buscaram avaliar a absorcéo dos
analitos pelos meios, foram preparadas solucdegidndis de 6 fendis, cuja toxicidade foi
testada anteriormente pelo grupo (Tabela 4). Asagade concentracdo foram selecionadas

por estarem ao redor do l@ncontrado para a espécie supracitada.

Tabela 4. Concentracdes das solucdes estoque e faixas dentmacdo das solucdes de teste
aplicadas sobre os meios de cultura ndo inoculados.

Faixas de concentracao:

Agente toxico Solugdes estoque solugdes de teste
fenol 1,9 gl* (20 mM) 0,09-1,5 gi* (1-16 mM)
4-nitrofenol 2,8 g* (20 mM) 0,14-1,4 gi* (1-10 mM)
2,4,6-triclorofenol 2,0 gt (10 mM) 0,04-0,40 gt (0,2-2 mM)
4-metoxifenol 6,2 gl* (50 mM) 0,19-4,3 gt* (1,5-35 mM)
4-clorofenol 12,8 gl (100 mM) 0,38-9,0 gtt (3-70 mM)
4-cianofenol 2,4 gt (20 mM) 0,12-1,2 gi* (1-10 mM)

Para a reacdo colorimétrica que permitiu a quaatifio dos fendéis, 27 gL(0,1 M) de
FeCk.6H,0 e 2,6 gl* (8 mM) de K[Fe(CN)] foram dissolvidos, respectivamente, em
solucdo aquosa de HCI 0,1 M e agua ultrapura. Guue calibracdo utilizadas na
quantificacdo dos analitos foram feitas pela diaigos fendis no diluente Triton X-100
0,05% (pH 5,5). Tais solucdes foram preparadas @mentracbes 1000 vezes menores do

que as faixas de concentracdo da Tabela 4, coasileras etapas de diluicdo necessérias
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para a aplicacdo do método de quantificacdo. Ra@ foram preparadas novas solucdes

estoque, 100 vezes mais diluidas do que as solestmgue especificadas na Tabela 4.

3.4 Procedimentos de inoculagéo

Logo apos a esterilizacdo na autoclave, os meigsiltiea e os materiais para inoculagéo
(fura-rolhas e pinca) foram transferidos para adllaminar, previamente limpo com alcool
70% e descontaminado internamente com luz UV der@dimin — esta foi incidida por 5 min
também em toda a area da sala onde fica alocadaipaenento, por meio de uma lampada
externa. Placas de Petri descartaveis foram adgaija esterilizadas, dentro de embalagens
plasticas fechadas. Ainda assim, o exterior demtasalagens foi limpo com alcool 70% e
exposto a radiacdo UV antes da sua abertura. Quartildmadas, placas de vidro foram
esterilizadas na autoclave.

Tanto os materiais quanto os meios de cultura foremtidos no fluxo laminar fechado,
sob luz UV, por um periodo de 40-50 min, para @sfriassem e pudessem ser manipulados.
Os meios (resfriados até 40-50°C apoOs autoclawaant transferidos para placas de Petri
esterilizadas com diametros de 100 mm (utilizadasnmanutencdo e preparo de novas
culturas) e de 35 mm ou 60 mm (para as leituraBlde O periodo necessario para a
solidificag@o do agar, cerca de 15-20 min, tambéorreu sob incidéncia de luz UV, para
evitar contaminacoes.

A inoculagdo de novas culturas foi feita a paréiruin micélio incubado durante 14 dias
em uma placa de 100 mm. Este foi perfurado com wna+rblhas de 35 mm de diametro
interno, adicionalmente esterilizado na chama debigo de Binsen. O inoculo foi, entéo,
transferido para o0 meio recém-preparado com o iaugé uma pinca metalica, também
esterilizada na chama antes de ser utilizada. &saplforam vedadas com filme plastico de

PVC e mantidas no escuro em camaras climaticascomtnole de temperatura e umidade.
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Para evitar variacdes de BL, causadas pela amb@&ntio fungo a novas condi¢des, todas as
culturas cuja emisséo de luz foi quantificada fofaitas a partir de micélios ja incubados em
condicdes idénticas de cultivo (ou seja, mesmapeaeaturas, pH, umidade e concentragdo de

nutrientes).

3.5 Estudos preliminares sobre a BL

Em estudos iniciais, foram variados alguns paré&metlacionados aos procedimentos e
materiais para a inoculacdo do furigogardnerie medigéo da BL. Entre eles:

a. Desenvolvimento de suportes em madeira para o Gmetro de microplacas,
especificos para comportar apenas uma placa dgpBetez, com didmetros de 35 mm ou 60
mm. Os suportes foram feitos pela equipe de magatedo 1Q-USP, sendo utilizados em

substituicdo a outro suporte desenvolvido anteeows pelo grupo, o qual permite a leitura

simultanea de 4 placas de 35 mm fechadas (Figura 8)

Figura 8. Suportes utilizados nas medi¢cbes de BL das plakasquerda: suporte para 4
placas, utilizado anteriormente pelo grupo paraimedL da espéciés. viridilucens A
direita: suporte adaptado para medicéo individaalmglacas com o fundd. gardneri

O luminémetro supracitado quantifica a luz por mogalividuais, abrangendo uma area

gue cobre ndo apenas a superficie dos micéliostan#®m toda a regido sobre o suporte.

Desta forma, a substituicdo foi feita para testaa deitura individual das culturas é melhor
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para a espéci. gardnerj uma vez que sua BL é mais elevada do que a dasoegpécies
cultivadas pelo grupo.

b. Variacdo preliminar das temperaturas de incubagé@mtendo as culturas sob 18°C;
25°C e 32°C, e do pH dos meios 4, 6 e 8, com eaggrfio do tampéo acido citrico/fosfato.

c. Adicdo de 500 pL de agua ultrapura esterilizadaresaada meio de cultura no
momento da inoculacéo.

d. Medicdo da BL em placas de 35 mm utilizando um hdmietro de tubo, que
quantifica os fétons emitidos em toda a superficienicélio e fornece diretamente o valor da
luz total emitida.

e. Alteracdo do material e tamanho das placas de, Babstituindo o plastico por vidro
e medindo a BL também em placas de 60 mm de di@metr

f. Alteracdo na procedéncia do melaco, utilizando oslagos comercialmente
disponiveis da SuperbShe Homemad® ao invés do melaco da usina Sdo José da Estiva,

Novo Horizonte, SP.

Em todos os casos descritos acima, a BL foi medidariplicata ao longo de periodos
entre 7 e 30 dias, seguindo os procedimentos tEsanteriormente para inoculagédo e
preparo dos meios de cultura (vide itens 3.3.24¢ Boi mantida a composicédo de 2% de
agar; 0,1% de extrato de levedura e 1% de melagam de acUcar, adotando cada uma das
temperaturas e valores de pH descritos no itenom €xcecao do item d, todas as medi¢des
foram feitas no luminbmetro de microplacas utildano suporte mostrado a direita na

Figura8.

3.6 Efeito das condi¢des de cultura sobre a BL

Em uma primeira etapa, foram variadas as tempasaiio pH dos meios em placas de
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Petri descartaveis de 35 mm, incubando as cultamas25, 30 e 35°C em meios nao

tamponados com pH 4, 6 e 8. Posteriormente, naigd@@s mais favoraveis de temperatura e
pH, foram variadas as concentracdes das fontearberm (melago 0,2%, 1% e 5%, em m:m)
e nitrogénio (extrato de levedura 0,02%, 0,1% &o),Bm m:m). Todos os fatores foram

variados individualmente, com a alteracdo de apemasparametro por vez, mantendo a
concentracdo de agar em 2% (m:m). A BL foi quasada ao longo de 13 dias de incubacéo
em quatro replicatas. Gréaficos de BL em funcdoedopb de incubacdo foram feitos para
obtencéo dos perfis de BL em cada condicao.

Para as medi¢cOes da emisséao de luz, as cultueas fwondicionadas e transportadas em
caixas de isopor fechadas, com temperatura intguel a temperatura de incubacdo. As
culturas foram mantidas por, no maximo, 10 min fitma camaras climaticas, a fim de evitar
variacbes de luz em virtude de diferencas na tesiyrer. As medicdes de BL foram feitas
sempre no mesmo horario, levando em consideracapassivel ritmo na emissao de luz,
proposto por Berliner (1961) e confirmado por Glaeet al. (2015). Ainda para prevenir
alteragcfes na BL, evitou-se ao maximo expor asi@adtdo bioensaio a luminosidade, uma
vez que algumas diferengas no crescimento e BLid&ios expostos a luz durante o periodo
de inoculacdo foram encontradas por Bermudes €1990). Os mesmos cuidados foram
tomados para os procedimentos do bioensaio, desergeguir.

VariagBes no pH dos meios de cultura, causadaspetacdo de metabdlitos ao longo do
tempo de incubacédo, foram monitoradas dentro dadigies de cultivo que resultaram na
maior emissao de luz e no melhor perfil de BL. Pssa, os meios de cultura foram separados
do micélio com um bisturi e segmentados horizorgak@® ao meio com uma lamina metalica
de micrétomo. Para cortes uniformes e mais precfsositilizado um molde fabricado pela
equipe de manutencao do 1Q-USP, construido a pirtima placa de petri de 35 mm cortada

ao meio. As secdes superiores e inferiores dossnfieiam transferidas separadamente com
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um pin¢a metdlica para frascos de vidro, onde fdignefeitas com o auxilio de uma chapa
de aquecimento. O liquido resultante foi entdowwaldo para 2,0 mL com agua deionizada,

a fim de medir, na temperatura ambiente, o pH deissrem cada uma das sec¢des.

3.7 Desenvolvimento do bioensaio

O micélio foi cultivado durante 7 dias nas condg;ddeais em placas de Petri
descartaveis de 35 mm de diametro. Para avaliafl@incia do ar atmosférico sobre a
emissao de luz, as placas permaneceram abertagalfas, sendo novamente fechadas em
seguida. Para determinar o diluente mais adequada ps agentes toxicos, foram
individualmente adicionados sobre o micélio 500dak soluc¢des especificadas no item 3.3.3.
As emissoOes de luz foram medidas apoés 0,5; 1,&,8le 24 h de exposicao, em triplicata. Os
resultados da BL nas placas expostas ao ar e laestéis foram comparados entre si e com a
emissdo de luz em culturas expostas a 500 pL dedes individuais de cobre e de fenol em
agua ultrapura (respectivamente, 50 mM e 10 mM;5F. Estes dados também foram
critério para estabelecer o tempo necessario desedo para o bioensaio.

Os bioensaios de toxicidade foram realizados parfd, Cd”*, fenol e 4-nitrofenol nas
concentracdes descritas no item 3.3.4. O procedoremsistiu em, primeiramente, medir a
BL de todas as placas antes da sua abertura, gia @@ incubacao, para verificar a preciséo
na emissao de luz do conjunto de culturas. No megdimoforam aplicados 500 pL de
solucdes individuais dos agentes téxicos sobre ioélims. Na aplicacdo, as culturas foram
levemente agitadas por 15 s para espalhar unifoemtenas solu¢des por toda a superficie do
micélio. A BL foi medida apds 24 h de exposicacesta periodo, as culturas foram mantidas
fechadas e no escuro, nas mesmas camaras clin@asoram incubadas.

A inibicdo da bioluminescéncia foi determinada padanparagcdo com placas controle,

onde foram aplicados 500 pL de diluente (solucapén de MES 50 mM em solugéo aquosa
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de Triton X-100 0,01%; pH 5,7). As placas contrelas placas de teste foram escolhidas de
modo a sempre possuirem emissdes de luz semellaaressda sua abertura, apresentando
desvios inferiores a 15% entre si. Algumas plaosani mantidas fechadas, para avaliacdo de
quaisquer mudancas no perfil de BL nado relacionaaasbioensaio e que pudessem

influenciar os resultados finais. Os valores decH@am calculados com base na curva de

toxicidade, representada por um grafico de conaefierem escala logersusBL inibida.

3.8 Quantificacao de fenol e fendis substituidos em nosi de cultura

Um volume de 500 pL das solucdes de fendis desanibaitem 3.3.5 foram aplicadas
individualmente em meios de cultura ndo inoculadogntidos nas mesmas condicdes
especificadas por Mendes et al. (2008) e Menddsva (2010) para a incubacao da espécie
G. viridilucens— ou seja, meios com pH 6 contendo 2% de agar, Ggl#xtrato de levedura
e 1% de melaco, mantidos em 25°C em placas de 3pand0 dias.

Os experimentos foram feitos em triplicatas e, d@bsoras, a superficie dos meios de
cultura foi lavada com 4,5 mL de diluente (TritorlBO 0,05% em &gua ultrapura, 0 mesmo
usado para os bioensaios com o fudoviridilucens) Os meios de cultura foram, entao,
cortados horizontalmente ao meio com uma laminaalinat de micrétomo. Para cortes
uniformes e mais precisos, foi utilizado um moldbricado pela equipe de manutencao do
IQ-USP, construido a partir de uma placa de PetB5imm cortada exatamente na metade da
altura total dos meios de cultura. Para padronzde&sa altura, os meios foram adicionados
nas placas sempre em um volume de 3 mL. As seqfiasrigres e inferiores foram
transferidas para frascos de vidro, onde foramiflasdem chapa de aquecimento. Em todos
os procedimentos, os meios foram manipulados coma pimca metalica para evitar
contaminagdes. Controles foram preparados aplicé0@ouL das solugcbes individuais dos

fendis sobre meios de cultura e lavando-as commd,5de diluente logo em seguida. As
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solucdes resultantes foram armazenadas em frasoadrd no mesmo local que as placas de
Petri onde os fendis mantiveram-se expostos aossmeara analise de todas as amostras no
mesmo periodo de tempo.

Os fendis nas duas secdes dos meios cortados slogdes lavadas da sua superficie
foram quantificados pelo método espectrofotométrd@nominado “Azul da Prussia’,
proposto por Budini (1980). Para isso, aliquotag2fe L (para o 2,4,6-triclorofenol) ou 25
uL (para o restante dos analitos) dos meios dareuliquefeitos ou das solucdes lavadas das
suas superficies foram adicionadas em tubos deéoecwatendo 100 pL de Fe{D,1M em
HCI 0,1M; 100 uL de KFe(CN)] 8mM e uma quantidade suficiente de diluente para
completar um volume final de 2,5 mL. A quantificadéi feita em 700 nm apos estabilizacdo
da cor da solucdo, em periodos de 120, 90, 30 mitOpara, respectivamente, fenol, 4-
clorofenol, 2,4,6-triclorofenol e 4-metéxifenol.Bao 4-nitrofenol e 4-cianofenol, as reacdes
nao ocorreram, mesmo apos 2 h de espera. A abs@bdos analitos foi obtida apos
subtracdo da absorbancia dos respectivos brancega(pdos de acordo com 0s mesmos
procedimentos, mas sem adicao dos fenais).

A quantificacdo foi feita a partir de curvas deilwalcdo construidas em triplicata para
cada composto, pela diluicdo em Triton X-100 0,0¥6tro da faixa de concentragao obtida
apos os procedimentos envolvidos na aplicacdo dodogconforme mencionado no item

3.3.5.

3.9 Tratamento dos dados

O programa Microsoft Excel 2020foi utilizado na aquisicdo dos dados. O software
Origin® 7.0 foi empregado para construir os gréficos déspde BL e curvas de toxicidade.
Os valores de BL foram obtidos pela somatéria d& Bontos individuais medidos pelo

lumindmetro de microplacas sobre toda a area dorsumleste equipamento, onde séo
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colocadas as placas de Petri com as culturas.90kados foram apresentados como média +
desvio padrao, analisando também os desvios paaisréntre as replicatas (desvio padrao
dividido pela média, multiplicado por 100). Parastudo do efeito das condi¢des de cultura
sobre a BL, os graficos foram melhor ajustadoszatido o modelo sigmoidal de Boltzmann,
para crescimento exponencial, exceto para as asltooculadas em meios de pH 6 com 2%
de agar, 1% melaco e 0,02% ou 0,5% de extratoveellea, mantidas sob 25°C. Neste caso,
0 ajuste mais adequado foi 0 de modelo de Edgev@dmer (ECS). A forma das curvas no
perfil de BL foi determinante para selecdo das orelh condicGes de cultura a serem
adotadas nos procedimentos posteriores.

Para o ajuste das curvas de toxicidade do bioensaioutilizado um modelo de
concentracdo-resposta, utilizando a funcao Logiatipartir da qual o Bgfoi calculado de
acordo com a equacdo 1 apresentada abaixo. Nasigéex] Bl.i, € o valor da BL inibida
pela interacdo com o agente téxico na concentr@ga®L"**%,, e BL*"4;, sédo os valores
minimos e maximos de inibicdo da BL; @ o numero de Hill, que equivale a inclinacdo da

curva de toxicidade, e B¢ a concentracdo mediana efetiva (Mendes & St&eHrd).

B tiiiixa -B alta
b inib It eq. 1
BLinib B Ny + BLlamg a
1+ C

Quando necessario, o eventual descarte de valer&. doi feito utilizando um teste t
Weisberg (intervalo de confianca de 95%), apropripdra a identificacdo de outliers em
pequenos conjuntos de dados (Seely et al. 2003).

As concentracfes dos fendis analisados por esfotmetria foram calculadas a partir

da equacéo da reta das curvas de calibracéo, cqooétfciente de determinacéo) > 0,98, de
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acordo com a equacao A =0 + B, onde: A é a absorbancia; | € a inclinacaoetiz C € a

concentracdo de fenol e B € o ponto onde a retecejtta o eixo y.

3.10 Residuos

Os residuos quimicos gerados nos experimentos feegnegados por compatibilidade e
estado fisico, sendo acondicionados em embalad@sticps para posterior envio a central de
residuos do IQ-USP para reaproveitamento ou desca@d micélios foram mortos com
solucdo de hipoclorito de sodio na concentracdo2de2,5% (agua sanitaria de uso
doméstico) e os meios de cultura, inoculados e inaoulados, foram posteriormente

descartados como lixo bioldgico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estudos preliminares

O micélio do fungad\. gardnerifoi isolado em meios de cultura no ano de 200&rarp
de corpos de frutificacdo encontrados em AltosPBi.se tratar de uma espécie de ocorréncia
atualmente conhecida apenas em territério nacer@m cultivo relativamente recente em
laboratorio, ndo existem ainda trabalhos publicaddse o comportamento e a intensidade da
sua BL em diferentes condi¢cdes de inoculacdo evoulNeste contexto, para ampliar os
conhecimentos na respectiva area de estudo, oiontizkespécie supracitada foi inicialmente
cultivado variando a temperatura de incubacdod3& 32°C) e o pH dos meios de cultura (4,
6 e 8, com e sem adicédo de tampéo de acido citsfato). Nesta primeira etapa do trabalho,
foi mantida a composicao 2% de agar-agar (m:myo@e extrato de levedura (m:m) e 1% de
melaco de cana de acucar (m:m), conforme desaiteegpdo de materiais e métodos. A néao
ser quando mencionado de outro modo, no momentoatallacdo foram adicionadas 10
gotas €500 pL) de agua destilada esterilizada sobre o®snée cultura solidificados,
seguindo os procedimentos adotados pelo ex-alungramo, Dr. Luiz Fernando Mendes
(2010). Com isso, buscou-se manter umidade coestemte elevada no interior das placas
de Petri onde o fungo é inoculado, evitando possiiduacdes na BL devido a desidratacao
do organismo.

O micélio ndo se desenvolveu quando incubado a 48%n meios tamponados de pH 6
e 8, razéo pela qual ndo foram realizadas mediggges casos. Por outro lado, foram obtidos
valores de BL com altos desvios experimentais (so@s a 20%) em cada uma das demais
condicOes. Devido a baixa precisdo dos dados, migooksivel, em um primeiro momento,
obter resultados conclusivos que permitissem oteajdas condicbes de cultivo para o
posterior desenvolvimento do bioensaio de toxi@dadomo consequéncia, foi necessario

incluir no presente trabalho uma nova etapa de rempetos para compreender melhor
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algumas das caracteristicas da espécie - ou, rspéexiBcamente, identificar a origem dos
desvios padrao elevados e reduzir a variabilidadenmssdo de luz entre as replicatas.

Em virtude do exposto acima, antes de prossegairaobjetivos principais do estudo,
foram preliminarmente alterados alguns parametrelsicionados aos procedimentos,
materiais e condi¢cdes de cultivo. A seguir serdesgmntados os resultados de cada uma das
alteracOes realizadas, até a efetiva diminuicdo desvios padrdo, que permitiu a
continuidade dos estudos com a espécie. Nem tedamdificacdes propostas mostraram-se
eficazes para aumentar a precisdo das medidas,amds, assim, todas as possibilidades

testadas sdo mostradas e discutidas nesta seg@eymenciar o trabalho realizado.

4.1.1 Alteracao do equipamento de quantificacao

Um lumindmetro de microplacas foi originalmente eegado para medir a BL da
espécieN. gardneridevido a sua utilizacdo anterior em trabalhos odomgoG. viridilucens
(Mendes et al. 2008, Mendes & Stevani 2010). Talgagnento quantifica os fétons emitidos
em até 384 pontos, localizados sobre um suporte@u@orta as placas de Petri. Como essa
leitura por “pocos” ndo permite a medi¢do da BLredbda a area do micélio, foi investigado
seesta técnica de aquisicdo de dados seria, especdite para a espécie em estudo, uma
possivel fonte de erros experimentais. Neste @posi¢cdo e/ou 0 numero limitado de pontos
guantificados pelo luminbmetro de microplacas piaderinterferir na intensidade da luz
medida em cada replicata - por exemplo, se a Biefosais ou menos intensa de acordo com
a regido do micélio.

Um lumindmetro de tubo (Berthold Sirius) foi tesiadomo método alternativo de
andlise, por permitir a leitura da BL em sua tdtale — neste caso, os resultados sao
fornecidos néo pela somatéria de pontos individuaes pela quantificacdo homogénea dos

fétons totais oriundos de toda a superficie dasaglaAinda assim, os dados obtidos ao longo
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de 9 dias de incubacéo (vide apéndices A e B) muideam que 0s desvios permaneceram
elevados nas leituras realizadas em ambos 0s @ggipas - a variacdo percentual na BL em
triplicata foi de 10-238% e 3-200% para os lumintoge de tubo e de microplacas,
respectivamente.

Tais dados indicam que o método de medicdo naa fprincipal causa da falta de
precisdo nas analises. Portanto, ainda que a fjoacdio da BL em toda a area do micélio
seja mais vantajosa do ponto de vista analiticteimgas com o lumindémetro de microplacas
foram mantidas nos experimentos posteriores. Iesgese a inviabilidade de uso do outro
equipamento nos bioensaios de toxicidade, poia segessario inverter a posicdo das placas
para realizar as leituras (a deteccdo de luz & fmt baixo). Inevitavelmente, as solucdes
aplicadas sobre o micélio nos procedimentos dankaie seriam derramadas sobre as tampas
das placas, afetando as medidas. Alternativamentdgscarte de tais solucbes antes das
medi¢des implicaria em possiveis alteracdes na wgndo as placas fossem abertas, devido
ao contato direto do micélio com o ar atmosférixiemo.

Outra razdo para a continuidade de uso do lumirrdndet microplacas é dada em virtude
da grande quantidade de fétons emitidos pelo fuNgamardneri em casos com maior
emissdo de luz (intensidade superior a 20 milhdgd R“Relative Light Unit”), h4 uma
saturagdo do detector do lumindmetro de tubo, queaés sensivel em relagdo ao
lumindmetro de microplacas. Com isso, a intensidd@eBL seria limitada em funcéo do
equipamento, comprometendo a quantificacdo dosgéemitidos nas condi¢des otimizadas

para o bioensaio de toxicidade.

4.1.2 Adaptacéo do suporte de placas do luminGmetro
Em estudos anteriores do grupo as medi¢cfes da Bund G. viridilucensforam feitas

com o auxilio de um suporte (Mendes et. al 2008)déde & Stevani 2010, Mendes 2010),
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gue permite a leitura simultdnea de 4 placas dmr@5fechadas (Figura 8, a esquerda). Este
foi inicialmente utilizado também para o funjogardnerj mas a sua BL visivelmente mais

intensa (Figura 9) levantou duvidas quanto a prapag dos fétons em areas vizinhas,

correspondentes a regides ocupadas por diferemntétas.

Figura 9. Micélios dos fungodN. gardneri(A), G. viridilucens(B) e Mycena lucentipegC)
com idades idénticas, inoculados nas mesmas casdigé cultura. Fonte: adaptado de
Ventura et al. (2015).

A possibilidade de interferéncia entre as cultdioagsonfirmada com a fabricacdo de um
novo suporte, elaborado para comportar apenas laoa ge 35 mm na posicao centralizada
(Figura 8). A BL da espécid. gardnerise propaga ao longo de uma area consideravel do
suporte (cerca de 30-35%, vide Figura 10). Tal fatstra que a analise individual das
culturas é preferencial para evitar interferénoiagerdas de fétons na quantificacédo da BL,
sendo mais confidvel do que a medicdo simultanes macélios em posicbes nao
centralizadas. Por esse motivo, todos 0s experonatds secdes a seguir foram conduzidos
utilizando o suporte individual de placas, somatuttns os 384 pontos sobre 0 mesmo para
obter uma BL total.

Apesar disso, os desvios padrao ainda altos na maite dos casos (>20%, chegando a
148%, conforme Apéndice C) indicaram que um fatticianal estaria envolvido na baixa

precisdo das medidas. Portanto, os experimentasdpainuir ainda mais a variabilidade nos
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valores de BL prosseguiram, conforme descrito aiseg

L 60 150 130 290 240 220 140 9 150 170 130 170 150 140 140 210 170 190 290 200 130 70 220 120
B 70 150 110 200 180 180 220 240 220 100 90 160 150 190 250 230 220 210 230 250 150 160 220 150
C 220 170 140 180 210 190 250 230 320 290 2060 4771 3730 1140 330 230 260 280 140 170 220 230 150 90
D 120 100 240 240 200 230 170 290 2360 20299 30003 32906 30003 21703 10728 610 310 280 230 270 210 150 200 190
[= 130 160 220 240 260 290 350 2000 29180 45868 44198 40848 41622 38012 26429 14324 710 190 290 210 220 280 100 280
F 190 220 240 230 190 360 480 21532 48717 36645 40697 52394 40315 33539 41944 27363 7283 310 300 280 340 320 200 130
(c] 220 230 220 250 250 300 1330 40335 39440 51648 206534 372044 233332 52545 33700 41511 17762 400 430 310 150 290 190 200
H 120 150 270 190 350 330 3300 47076 33620 123422 515007 990913 654843 117614 33127 46110 20279 840 350 300 170 260 110 120
| 1300 220 300 160 200 270 3270 47167 32534 110114 480384 966938 550918 89859 30064 46623 18905 830 170 210 310 140 160 160
J 300 230 350 190 220 370 770 36001 35569 43000 149204 256062 143823 38273 31671 39188 13212 390 350 280 340 140 120 180
K 200 240 180 300 320 270 490 13192 42839 30094 37409 44590 33790 26831 46774 22405 3831 280 230 220 320 210 100 180
L 180 230 260 280 230 330 430 770 17521 42719 37157 35197 35670 41773 26780 7914 370 180 280 220 280 150 220 70
M 140 210 200 250 180 240 370 400 600 6673 19878 24121 21803 13953 3871 470 290 300 370 330 310 260 170 130
N 120 120 200 280 190 280 350 340 530 560 630 1010 780 510 420 350 280 350 150 300 240 180 170 230
o 200 120 160 220 290 180 270 400 380 310 380 360 320 360 350 430 310 350 220 190 120 260 190 120
P 130 180 130 180 260 140 310 220 330 230 280 310 380 320 350 260 280 260 210 250 170 9 140 130

Figura 10. Matriz da distribuicdo média da BL sobre o supangividual para placas de
35mm, cultivando o micélio em 32°C e pH 6. Notagge maior parte da luz vem do centro
da cultura.
4.1.3 Alteracao no tamanho e material das placas

As inoculacdes para as medidas de BL foram fe@tadbém em placas de 60 mm, para
verificar se, crescendo em uma area maior, asrasltsofreriam menos interferéncia do
suposto acumulo de G@roduzido pelo organismo. Adicionalmente, busoewgaliar se o
perfil de emissao de luz se manteria em patamamneamais constante em virtude da maior
superficie para a expansédo do micelio. O que fsenkado desde o inicio, mesmo com 0s

desvios padréao elevados, € que a BL apresentaesuimiento rapido, decrescendo também

abruptamente em um periodo de 24 horas (usualmétdts oscilacdo de valores em curto
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prazo € imprevisivel, impedindo uma condicdo es$tavauficiente para a realizacdo de um
bioensaio (Apéndices A-D).

Com base no exposto acima, foi levantada a hipalegsemaior volume de ar no interior
das placas de 60 mm resultar em um acumulo menanaisi demorado do GO este gas
poderia diminuir a disponibilidade do,@ara o fungo, diminuindo a BL e influenciando,
desta forma, na sua intensidade e precisdo. Alésodas placas maiores contém mais meio
de cultura, o que poderia favorecer a disponildédale nutrientes por periodos mais
prolongados, além de diluir em maior escala os radpos eliminados em processos
metabolicos, que poderiam causar diminuicdo narmBlcencentracdes altas.

Para as andlises, foi fabricado outro suporte iddal, especifico para as placas de 60
mm, e as leituras foram feitas com as culturas badas somente na temperatura
intermediaria de 25°C, como forma de teste inicd. dados obtidos evidenciaram que o
aumento no diametro das placas néo foi favoravelsalucdo do problema com os altos
desvios, cujos valores percentuais se mantivergerisues a 20% na maior parte dos casos,
variando de 7,1% a 115,2% (Apéndice E). Em com@arapm os resultados anteriores, a
alteracdo proposta também n&o causou uma mudasieelvho comportamento da BL
(Apéndice F). Foi considerado, entdo, que a ingéaaas placas de 60 mm n&o proporciona
uma alteragcéo suficiente no volume e area dos nugEiagescimento ou na concentracdo de
gases em contato direto com o micélio — ou, aiedees fatores ndo sado determinantes para
gue o fungo passe a emitir luz de forma constant@reprecisao entre replicatas.

A alteragdo no material das placas foi feita de anparalelo ao aumento de diametro,
substituindo-se o plastico por vidro. Neste casn,ldvantada a possibilidade do vidro
permitir uma menor troca com o ambiente externcsamido de impedir mais eficientemente
gue o vapor de agua saia das placas (por exemmpialifpsdo). Desta forma, seria mantida

uma maior umidade interna em contato com o mi@didongo da incubacéo, favorecendo,
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em teoria, a sua emissao de luz.

Um teste inicial foi feito com placas de vidro dé 6m, incubando o fungo na
temperatura de 25°C e em meios com pH 6. Os rdsslt@adicaram que os desvios foram,
em média, menores do que nos demais casos coracas jple mesmo diametro. Ainda assim,
as variacOes percentuais mantiveram-se acima de riZ0%etade dos casos (variando de
11,7% a 40,5%, conforme Apéndice E).

Por se tratar de um material de uso menos praticuantidade mais limitada no
laboratorio, em um primeiro momento ndo foram tista mais condicbes além da
supracitada. No entanto, para uma resposta conalaserca da melhoria ou ndo na precisao
das medidas com as placas de vidro, seria neaessgpgtir os procedimentos testando mais
condicbes de cultura. Entretanto, antes que tgerarentos pudessem ser continuados, 0
melaco utilizado nos trabalhos, doado gentiimergia fsina S&o José da Estiva (USJE,
Novo Horizonte — SP), foi totalmente consumido ecessitou ser substituido. O
prosseguimento da investigagdo sobre as causaariddiidade na BL passou a depender,
entdo, da adaptacgéo e teste de novas fontes dmoadonforme abordado na secéo 4.1.4.

Em todo caso, as placas de 35 mm continuaramudikzadas nos ensaios posteriores, ja
gue com estas havia menor tempo de espera pacaoeaso. Além disso, a emissao de luz
para locais fora da area do suporte (ou seja, flaraarea de alcance do detector do
equipamento) era mais comum nas placas de 60 mnseGoentemente, a sua aplicagdo em
bioensaios se tornaria mais desvantajosa, devssivel diminuicdo na intensidade da BL

guantificada pelo luminédmetro.

4.1.4 Alteragao no melaco
O melago de cana doado pela USJE é a fonte dentathitizada em todos os trabalhos

desenvolvidos no Laboratério de Bioluminescénci&alegos do 1Q-USP (LBF). Por nédo ser
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um produto comumente comercializado, apds o sesucon total buscou-se outras fontes de
carbono que fossem mais acessiveis aos que tivéswgasse em reproduzir as metodologias
desenvolvidas no LBF. Como alternativa, foram thstanelados de cana alimenticios.

Para fins de nomenclatura, a ANVISA (2005) defiredado como “o produto obtido pela
concentracdo do caldo de cana-de-act®ac¢harum officinarum J.ou a partir da rapadura
derretida”. O melaco, por sua vez, é definido pesma agéncia como “um subproduto
resultante da producao de acucar” (ANVISA 2005)eggr dessa diferenciacdo, optou-se por
utilizar os melados de cana nos meios de culturqugoestes sao facilmente encontrados no
mercado e, em comparacdo com outras fontes de nmaripossuem caracteristicas mais
semelhantes as do melaco utilizado originalmeni&mnAlisso, esses produtos sdo fabricados
dentro de especificacbes padronizadas, com mamtrate na sua composi¢cao e concentracao
total de aclicares. Foram testados os produtos desasnSuperbofhe Homemad® mas
ambos resultaram em crescimentos menores, acongmnba uma diminuicdo na BL e um
aumento brusco na producgao de melanina (Figura 11).

A melanina é um pigmento liberado pelo fungo comaidativo visivel de estresse e
auxilia na sobrevivéncia dos organismos em condi¢goesideradas agressivas (Gadd 1993).
Apesar da forte pigmentacéo, o pH do meio, que @aosrfatores que poderiam implicar na
producdo do composto supracitado como mecanismodefesa, ndo foi alterado
significativamente entre os produtos testados: evanse em cerca de 5,5 para os melados
comerciais e 6,02 para o melaco doado pela USJEemativa de adaptar o fungo a nova
composicao dos meios de cultura, foram feitas ohaiguatro inoculagdes a cada 15 dias, n&o
havendo diminuicdo na pigmentacdo e cresciments a@@ntuado do micélio. Isso indica
gue algum outro componente, em excesso ou em paltke, ter causado a reacéo de defesa no

fungo.



Figura 11. Culturas deN gardneriap6s 14 dias de inoculacédo sob 25°C em meios dé pH
contendo melado da Homem&des concentracdes de 1% (A), 2% (B) e 3% (C) adoetia
USJE nas concentracdes de 1% (D), 2% (E) e 3%kEfR)cada uma das trés imagens séo
mostradas as mesmas culturas, porém em difereatgsias, sendo eles: (i) placas com as
tampas voltadas para cima, para visualizacao dodlios; (i) placas com as tampas voltadas
para baixo, para visualizacdo da pigmentagédo ndofulos meios de cultura; e (iii) placas no
escuro, com as tampas voltadas para cima, paralizastio da luz emitida pelos miceélios.
Com os resultados apresentados acima, ficou eeidprég ndo seria possivel utilizar os
melados como fontes de carbono. Pela mesma raado, qle o estresse nas culturas era
evidente, ndo foram conduzidas medi¢cdes de BL cenprodutos comerciais. Para o
prosseguimento do trabalho, optou-se pela utilzaigium novo melagco com especificagdes
semelhantes ao empregado originalmente, novameat®bgela USJE. Foram controlados o
BRIX (sélidos sollveis, 83,40%); POL (teor de sasaraparente, 49,21%); acidez (5,6'gL
pureza (relagdo POL/Brix, 59%) e A.R.T. (acUcasshitores totais, 60,65%) — para melados

alimenticios, as caracteristicas fisico-quimicasnimmis geralmente controladas séo

diferentes, consistindo em umidade, acidez em &olugdlidos soluveis (BRIX), glicidios
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totais e residuos minerais.

4.1.5Diminuicéao do teor de agua sobre os meios

Os ambientes com umidade elevada sdo geralmente fava@iraveis ao crescimento e
sobrevivéncia fangica. De forma compativel, Deheyiratz (2007) argumentam que a agua
pode ser um fator limitante no que diz respeitmlakslidade de reagentes envolvidos no
processo de emissdo de luz pelos fungos. Resul@gesentados pelos mesmos autores
mostraram que, de fato, a BL aumenta significateaiie e de forma instantanea com a adicao
de agua sobre micélios encontrados na superficiasdas de madeira. Do mesmo modo, no
bioensaio desenvolvido para a espécie brasikgirairidilucens a adicdo de 500 pL de agua
destilada sobre os meios de cultura no momentmatauiacdo mostrou-se essencial para a
repetitividade do método, indicando que a hidratad@ micélio é indispensavel para evitar
variacfes na emissao de luz (Mendes 2010, Mendg&teani, 2010).

Com base nos resultados obtidos por estes Ultinkoses, assumiu-se em um primeiro
momento que a necessidade de hidratacdo da edhégadneriera semelhante a do fungo
G. viridilucens Entretanto, progressivamente, os micélios passararescer menos e com
maior assimetria radial. Isso se tornou mais ev&lesmpds as alteracdes no melaco,
especialmente nos casos em que havia maior qudetata agua ndo evaporada em contato
direto com o micélio em desenvolvimento.

Levando em consideracdo tais observacgOes, foratzawga@s medicoes da BL em
micélios cultivados a 25°C e pH 6, desta vez semigio de agua sobre os meios de cultura
no momento da inoculagdo. Os resultados mostraiaaimente, um aumento na preciséo
das medidas (Tabela 5). A diminuicdo dos desvieal@ares usualmente inferiores a 15% foi
um indicio de que a hidratacdo excessiva foi ecjpah causa da variabilidade na emissao de

luz entre replicatas. Uma possivel explicacdo [issa € que a agua em excesso, ao ser
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absorvida pelo fungo, pode ter causado a rupturpaltedes e/ou membranas celulares,

influenciando negativamente na emissao de luz eepaitividade (Carlile et al. 2001).

Tabela 5.Valores de BL e respectivos desvios percentuaisiabtio longo de 33 dias (n =
4), incubando o micélio em placas de 35 mm a 2538 6 sem adi¢do de 4gua.

Dia (BL + SD)x1C SD (%)
0,3+0,1 17,1
1,3+0,1 6,8
2,3+0,3 11,3
9,5+0,9 9,4
11 195+1,2 6,1
12 20,1+2,0 9,8
13 20,6 +2,1 10,4
15 25,7 +1,7 6,8
18 19,5+ 2,5 12,9
19 20,6 +1,6 7,7
20 17,0+ 1,8 10,5
24 19,7 +2,0 10,4
25 19,4 +2.4 12,2
26 20,8 +2,2 10,6
28 24,3+ 1,4 5,9
32 30,0 +6,3 21,1
33 31,8+43 13,4

Além da diminuicdo dos desvios experimentais, foodoservadas também mudancas no
perfil da BL. Ao contrario do que era obtido ardemente, a BL apresentou flutuacdes
menores em funcdo do tempo de inoculacdo, o quiggaosa uma condicdo mais estavel e
previsivel (Figura 12). Este comportamento, comiiineom a intensidade da BL, representa
uma caracteristica favoravel ao desenvolvimentoba@nsaio. Com adicdo de agua, a
emissdo de luz cessa a partir do 7° dia, em média. mesmas condi¢cdes, porém sem a

adicdo de agua, é possivel quantificar uma grandetiglade de fétons mesmo apods 30 dias, e
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a luz mantém-se relativamente constante entreagsldi e 26.
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Figura 12. Perfil de bioluminescéncia do micélio inoculado placas de 35 mm e cultivado
a 25°C sem adicdo de agua sobre os meios de pH 8)(n

Vendo o resultado obtido, € possivel tentar radizerdo em termos do habitat que vivem
as duas espécies de fungos. Enquanto o f@hguaridilucens que necessita da adicdo de
agua, cresce na Mata Atlantica, onde a umidadestariia alta e a precipitacdo média é
também elevada; o fungo N. gardneri cresce na MagaCocais, cujo ambiente € muito mais
arido. Com uma elucidacao inicial acerca das caraticas do fungo em estudo, medicdes da

BL em outras condi¢cdes de incubacdo foram condszésia uma proxima etapa, que sera

abordada nos tépicos a seguir.

4.2 Efeitos das condi¢des de cultura sobre a BL

A composicao dos meios de cultura e as condic@sssidle inoculacéo variam de acordo
com as caracteristicas intrinsecas de cada espi#ate da diversidade de possibilidades
para cultivo em laboratorio, avaliar a respostafdaogos em diferentes meios e ambientes é

uma etapa essencial para determinar, entre ouatose$, a condicdo mais propicia ao
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desenvolvimento da espécie de interesse e entendiror a fisiologia fangica e suas

caracteristicas em cada uma das condi¢cdes testadasido o desenvolvimento mais

aprimorado de aplicacOes de interesse (Bermudsds E290, Mendes et al. 2008, Weitz et al.
2001). Para fungos bioluminescentes, estudos ré®sa SG0 menos comuns do que 0s
trabalhos desenvolvidos para outros emissores zlgpor exemplo, bactérias). Por esse
motivo, conhecimentos acerca das caracteristicaguimhicas e fisioldgicas ainda séao

necessarios para ampliar a compreensao sobrecegaesmos (Deheyn & Latz 2007).

Uma vez identificada a origem da alta variabilelath BL, foi possivel monitorar a
emissdo de luz variando as temperaturas de incopaggpHs dos meios e as concentracbes
de nutrientes. As diferentes condi¢cdes de cultaranf testadas e ajustadas com base na
aplicacdo especifica do fungo em ensaios de t@deid Estes sado intrinsicamente
dependentes dos valores de BL, razdo pela quateésséio um controle mais rigido nos
procedimentos de inoculacao e incubacédo, além deaminecimento prévio acerca do perfil
de emissao de luz e demais especificidades daiespéigumas das quais ja previamente
identificadas nos ensaios preliminares, abordada®egao anterior.

FlutuagBes na BL causadas por fatores ndo relatisnaos efeitos toéxicos dos agentes
quimicos (por exemplo, associados ao ambientea$eionento) podem levar a interpretacdes
incorretas dos resultados nos bioensaios. Em futiggo, os efeitos das condi¢des de cultura
sobre a BL do fungd\. gardneri foram avaliados tanto para estabelecer o cenasis m
favoravel a emissdo de luz, quanto para evitarseque comprometessem os dados de
toxicidade obtidos para a espécie. Por esse mdtivayaliado ndo somente a intensidade da
luz emitida, mas também o seu comportamento emamadiicdo de cultivo.

Buscou-se um perfil onde a BL se mantivesse prlisente constante ao longo do
tempo — ou seja, em uma fase estacionaria. Estmdooapresentar mudancas acentuadas na

intensidade, representa uma potencial vantagenstndeecom fungos bioluminescentes, em
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especial quando se trata de espécies pouco essudadi@s especificidades nédo séo
amplamente conhecidas. Assim, na fase estaciodaniais facil identificar variacdes atipicas
nos niveis da BL e impedir que as alteracdes dedunalmente causadas pela exposi¢cao do
micélio a compostos téxicos sejam confundidas coperéil natural de emisséo de luz - ou
com oscilacdes relacionadas a quaisquer outroefatpie possam influenciar a BL do fungo
e nao estejam associados a sua resposta no bmehigan disso, nas fases de crescimento ou
diminuicdo da BL, a forma como a luz aumenta ouimiimpode ser mais dificiimente
prevista e reproduzida entre diferentes sériexxpergnentos, podendo afetar a exatiddo ou a
interpretacdo dos resultados.

Na fase estacionéaria, por outro lado, ainda quatensidade ndo seja exatamente a
mesma entre diferentes experimentos, a inclinagdaudva no perfil de BL € menos sujeita a
variacdes e, desta forma, ha um controle maisztieapossiveis erros na representacao dos
resultados. De fato, os principais bioensaios Heittade conhecidos atualmente com fungos
bioluminescentes foram conduzidos em fases tadtiagescimento exponencial (logo antes
da BL diminuir) ou no periodo em que a emissdoudenhanteve-se relativamente estavel
(Weitz et al. 2002, Mendes & Stevani 2010).

Em relacdo as condi¢cdes de cultivo, o pH dos md®<gultura e a temperatura de
incubagédo foram identificados como os dois fatonass significativos na variacdo da BL da
espécieG. viridilucens(Mendes et al. 2008). De modo semelhante, estesefatambém
foram apontados como relevantes para a alteracioalores de BL fangica das espécies
Armillaria melleg Mycena citricolor Omphalotus oleariug Panelus stipticugWeitz et al.
2001). Desta forma, tais condi¢cbes foram as prasedrserem analisadas neste estudo, sendo
variadas individualmente e em todas as combinggdssiveis. Desta vez, foram testadas as
temperaturas de 25, 30 e 35°C e pH 4, 6 e 8 ndpotzados. Os perfis de BL (Figura 13)

mostram que praticamente ndo ha emissdo de luz5e@ én todos os pHs avaliados. Do
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mesmo modo, ndo foi observado crescimento do fungsta condicdo. Nas demais

temperaturas, os valores de BL foram maiores, jpahnente nos meios com pH 6.
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Figura 13. Perfis de BL da espédi gardneriem 25°C (A), 30°C (B) e 35°C (C) e meios de

cultura ndo tamponados com pHm®),(6 (¢) € 8 (A), mantendo-se 1% de melaco de cana e
0,1% de extrato de levedura (n=4). Fonte: Ventued. ¢2015).

Os maiores desvios percentuais entre as replit@t@s encontrados nos meios de pH 4
(Apéndice G), e estédo possivelmente associadospasta de defesa do micélio a acidez dos
meios. Nesta condi¢cdo, observou-se uma producéosatde melanina, de forma semelhante

ao que era obtido também nos experimentos prelresn@onduzidos neste mesmo pH (com e
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sem tampédo) a 25°C ou 32°C. Conforme ja discutidieriarmente (secdo 4.1.4), a
pigmentacao indica uma reacao visivel de estregseulturas que, em complemento com a
menor emissao de luz pelo fungo, pode ter ocastmnadiesvios mais elevados encontrados
em algumas das medicdes. Pelas mesmas observasde®ios tamponados de pH 4 néo
foram testados nos experimentos desta secao, eoausitb, ainda, que a melanina secretada
neste caso poderia ser prejudicial ao bioensaiqu¢apoderia diminuir a biodisponibilidade
dos metais testados.

Tendo em vista os resultados mostrados acima, ases) seguintes foram conduzidas
mantendo o pH dos meios de cultura em 6 e as tatupas de 25°C e 30°C. Estas condicdes
foram utilizadas no prosseguimento do estudo pmrécerem uma emissao de luz maior ou
dentro de um perfil mais comportado (de acordo @omretendido para a finalidade em
questdo). Assim, dentro deste raciocinio, enquaut® os fotons foram emitidos mais
intensamente nos miceélios incubados em 30°C e pHp&rfil de BL do fungo apresentou
uma fase estacionéria entre o 10° e o 13° dia déagdo quando cultivado sob 25°C no
mesmo pH. Nesta condicéo, a luz manteve-se em uédiarde (2,0 + 0,1x 10° RLU ao
longo do periodo supracitado, implicando em umaomestabilidade na BL. Esta, por sua
vez, permite associar mais facilmente e de modas uieeto quaisquer alteracées na luz aos
possiveis efeitos toxicos dos agentes quimicoadestnos bioensaios, conforme ja discutido
anteriormente. Em pH 4 ou 8, por outro lado, ansitlade ou as caracteristicas de emissao da
luz ndo mostraram as mesmas vantagens para acdplicke interesse — nestes casos, 0S
desvios também foram maiores com maior frequéncia.

Dentro das condicbes selecionadas de pH e temperais parametros variados em
seguida para avaliar o comportamento da BL foragoasentracdes das fontes de nitrogénio
(0,02%; 0,1% e 0,5% de extrato de levedura) e deona - 0,2%; 1% e 5% de melaco de

cana (Figura 14).
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Figura 14. Perfis de BL da espécié. gardneriem meios de pH 6 a 25°C (A e C) e 30°C (B e
D), variando a concentracdo de melaco em 0,8% 1% @) e 5% (A) e extrato de levedura

em 0,02% &), 0,1% ¢) e 0,5% ¥) (n=4). Fonte: Ventura et al. (2015).

Os perfis de BL evidenciam que, do ponto de vistanidensidade de emissédo de luz, a
melhor condi¢édo foi encontrada incubando o micétib 25°C em meios de pH 6 contendo
5% de melaco e 0,1% de extrato de levedura (Figdm). Apesar disso, com base na
aplicacao especifica de interesse, as condi¢cOes fenairaveis foram encontradas no cultivo

do fungo em meios com 0,02% ou 0,5% de extratewdedura, mantendo a temperatura em
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30°C e a concentragdo de melaco em 1% (Figura 48 ambas as situacdes, a BL foi
mantida em um platd entre o 6° e 0 13° dia devou{fApéndice H).

Na fase estaciondria correspondente a maior caacgéot da fonte de nitrogénio, a BL
média entre os dias foi de (2,0 = 0}2)L0' RLU, enquanto que na concentracdo menor, de
0,02%, este valor foi mantido em cerca de (2,12} 9,10’ RLU. Nestas duas condicées, foi
observado também que, apesar da intensidade ser dwgue em outros perfis de BL, a fase
estacionaria se inicia em menos tempo quando caud@acom a condicdo mostrada nas
Figuras 13A e 14A, equivalentes ao cultivo do fusgb 25°C em pH 6 e meios contendo 1%
de melago e 0,1% de extrato de levedura. Apesa oensidade da BL ndo apresentar
grandes variagOes entre as duas condi¢cdes comhmmparfil, optou-se por desenvolver o
bioensaio de toxicidade cultivando o fungo a 3080neeio com pH 6, 1% de melago e 0,02%
de extrato de levedura (Figura 15). Neste casajessios percentuais foram menores ao
longo da fase estacionaria. Além disso, ainda guenddo sutil, hA menor gasto de matéria

prima em relagédo a outra condi¢do possivel, queerd®5% do extrato de levedura.
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Figura 15. Perfil de BL da espécid. gardneriinoculada a 30°C, em meio com pH 6, 1% de
melaco; 2% de &gar e 0,02% de extrato de leveBorde: Ventura et al. (2015).

Em alguns dos cenarios testados foram observadesdesuperiores a 20%, em especial
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quando foram variadas as concentracdes de mela@@¥In(Apéndice G). Considerando que
nao foram observados desvios semelhantes em tedsitlacdes, essa variacdo nos valores
de emissao de luz pode ter sido o resultado dehaixa adaptacdo do fungo as condicdes
tanto de falta quanto de excesso de melaco na tatope em questdo. Alternativamente,
pode ter sido decorréncia de uma variabilidaderaktientro das condi¢des nutricionais e
ambientais especificas as quais o fungo foi sulolmetds demais casos de desvios mais
elevados, superiores a 20%, foram pontuais, seagongente obtidos no inicio ou no fim do
periodo de incubacdo. Quando no inicio, os mesnooerp ter ocorrido em funcdo da
adaptacdo do fungo apO0s um estresse inicial caysaldomanipulacdo do micélio e das
placas nos procedimentos de inoculacédo e medic&t.d2a no final, podem ser resultado de
uma resposta natural da exposi¢ao aos metabdtitmsitdados nos meios e/ou ao consumo de
nutrientes apos certo periodo de crescimento.

Embora menos usuais, alguns dos trabalhos pub$igaai@ fungos bioluminescentes séo
destinados ao estudo dos efeitos das condi¢coadtdeacsobre a emisséo de luz e, em alguns
casos, também o crescimento. Nestes estudos, @edamais comumente variados na
otimizacdo de meios de cultura sao o pH, a temperate cultivo e alguns nutrientes que
atuam como fontes de carbono e de nitrogénio (@abgl De modo compativel com as
condi¢cdes gerais de crescimento fungico expostassegdes 1.3.1 e 1.3.2, tais trabalhos
indicam uma maior emissdo de luz em meios maiaad neutros, com pH entre 3 e 6 e
temperaturas 6timas amenas, em torno de 22-25°CGorAes de carbono mais utilizadas
incluem melaco de cana, dextrose de batata e extlatmalte, entre outros agucares,
geralmente monossacarideos e dissacarideos. Jénwaisdnutrientes, adicionados como
fontes de nitrogénio, consistem em extrato de lensedosfato de aménio dibasico; peptona e
asparagina (Weitz et al. 2001, Bermudes et al. 19@hdes et al. 2008, Prasher et al. 2012,

Stevani et al. 2013).
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Tabela 6.Condi¢cdes de cultivo otimizadas em trabalhos pabbis sobre os efeitos da sua
variacdo na emisséo de luz.

Espécie Nutrientes pH Temp. Meio de Ref.
cultura
C: extrato de malte 3,5 L
Pgn_ellus 22°C Liquido
stipticus N: peptona (T)
C: extrato de malte .
Olmphalotus _ 3_|'_O 15°C Liquido
olearius N: peptona (T) Weitz et al.
C: extrato de malte - . (2001)
I\/_Iy_cena 56 22°C Liquido
citricolor N: peptona (T)
illari C: extrato de malte .
Armillaria X 3,5 220G Liquido
mellea N: peptona (T)
C: pectina, lactose, maltose3 3 B q |
P. stipticus  glicose, celobiose ou trealose (T’) 220C Solido err?lugge(;s) etal.
N: amonio ou L-asparagina.
. C: melaco de cana 6,0 . Mendes et al.
G. viridil ! 25°C Sdélido
VINETUCENS . extrato de levedura (S) (2008)
. C: glicose 4,0 Sélidoe  Prasher et al.
P. stipticus 24°C Lo
P N: peptona (T) Liquido (2012)
. C: melago de cana 6,0 - Ventura et al.
N. gardneri 30 Sdélido
g N: extrato de levedura (S) (2015)

C. Fontes de carbono; N: Fontes de nitrogénio; (ig¢ios tamponados; (S): meios sem
tampao.

O melaco de cana é menos usualmente empregado goaraltivo de fungos
bioluminescentes, mas foi mantido neste trabalhaecorréncia da riqueza de nutrientes em
sua composicdo. Além de possuir sacarose, fruiglgmse e rafinose como fontes de
carbono, sdo encontrados neste produto minerdi® (€lles, fosforo, sédio e enxofre), metais
em niveis traco e vitaminas (Walker & White 20089 entanto, apesar dessa variedade, 0s
compostos de nitrogénio presentes no melaco sdaseimilaveis pelo fungo, havendo a
necessidade de suplementar os meios de cultura foptes adicionais deste elemento
essencial. Para esse proposito, foi utilizado oatxtde levedura, ja que 0 mesmo possui
também uma série de constituintes celulares, enzanas, proteinas e compostos presentes

em paredes celulares de leveduras, incluindo gtueaglicoproteinas (Murphy & Horgan
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2005).

Em comparacdo com os trabalhos ja publicados smlotmizacdo das condi¢cdes de
cultivo para fungos bioluminescentes, a espBtigardneripossui caracteristicas parecidas
guanto a maior emisséo de luz em temperaturas amemaste caso, em torno de 25°C. O seu
desenvolvimento intenso também em temperaturas resaicde 30-32°C, indica uma
adaptacdo natural em funcdo do seu habitat de norigke clima tropical. De forma
compativel, em Teresina, PI, proximo de onde o duégencontrado, a temperatura média
compensada anual entre 1961 e 1990 foi de 27 +PI®@. 0os meses tipicamente mais quentes
do ano, de agosto a janeiro, a média no mesmodoenianteve-se em 28 + 1°C (Ramos et al.
2009).

Quanto ao pH, de forma semelhante ao mostrado lbelal'&, os meios acidos, apesar de
serem mais proximos da neutralidade, favorecerarm omaior BL do fungoN. gardneri
Entretanto, diferentemente da predominancia degpiAgs iguais ou inferiores a 4, a espécie
ndo apresentou a mesma emissdo de luz étima reestdgdes. De fato, em experimentos
preliminares conduzidos pelo grupo na Fazenda (Buaaa (em Altos, Pl), onde os
cogumelos da espéci gardneriforam efetivamente localizados e coletados, o pididoe
com um pHmetro de solo permaneceu na faixa darigdi@ando certa compatibilidade entre o
habitat natural da espécie e os resultados ohtidlgsesente trabalho.

Uma explicagdo para a menor emissao de luz em pHo4amponado pode ser dada
também em funcdo da acidificagdo adicional dos spgiomumente causada pela secre¢édo
progressiva de metabdlitos.§, acidos organicos, como o acido oxalico) que senatam a
medida que o fungo se desenvolve (Walker & Whit@520Neste sentido, uma variagdo no
pH dos meios de cultura ao longo do tempo de ingAd#oi encontrada também para o fungo
G. viridilucens apesar de ter sido observada uma diminuicdo itkeza@o invés de um

aumento, possivelmente devido a secrecdo de am@n@itros compostos alcalinos como
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caracteristica especifica desta espécie (Mendeal. €2008). Os autores obtiveram um
aumento de uma unidade do pH e, apés 12 dias dddg@&o, esse valor manteve-se
constante, em um platd que foi associado ao desrésda BL, uma vez que ambos
ocorreram em periodos de tempo coincidentes.

Com base nisso, mediu-se o pH das sec¢les supegianésriores dos meios de cultura
para verificar se os produtos secretados pelosotungsultariam em um aumento ou em um
decréscimo da acidez dos meios e se seriam difosididmogeneamente pelo agar (Tabela
7). Como resultado, foi obtida uma acidificacdodged na condicdo correspondente a maior
emissdo de luz do fungo (25°C, pH 6, 1% de mela@d % de levedura). O pH, neste caso,
atingiu o valor médio de 5,28 = 0,02 em 13 diasndebacdo. O mesmo foi observado na
condicéo considerada como mais adequada para shiog30°C; pH 6; 0,02% de extrato de

levedura e 1% de melacgo), onde o pH obtido no megmriodo foi de 4,97 + 0,07.

Tabela 7.Mudancas no pH dos meios de cultura ao longo doge®ide incubagdo (n=3) nas
condicbes em que foi obtida a maior emissdo dé252C com 0,1% de extrato de levedura;
1% de melaco e 2% de agar) e o melhor perfil dgp&a o bioensaio (30°C com 0,02% de
extrato de levedura; 1% de melaco e 2% de agar).

Dia pH do meio: pH do meio:
condi¢cdo com maior emissao de luz condigao escolhida para o bioensaio
Secao superior Secao inferior Secao superior Seqaderior
0 5,70 £ 0,02 5,70+ 0,03 5,77 £0,04 5,77 £0,03
3 5,74 £ 0,09 5,71+ 0,06 5,68 + 0,05 5,66 + 0,05
6 5,33+0,03 5,09+0,10 4,87 £ 0,04 4,80 £ 0,03
7 5,31+0,08 4,91 + 0,20 4,41 + 0,04 4,41 + 0,08
8 5,02 £ 0,02 514 +0,11 4,50 £ 0,07 4,52 + 0,05
9 515+0,12 493 +0,11 4,69 +0,11 4,64 + 0,07
13 5,28 + 0,02 4,92 +0,24 4,97 + 0,07 4,85 + 0,02

A acidificacdo gradual verificada também nas segdisiores dos meios de cultura

indica que os metabdlitos responsaveis pela digdioudo pH séo difundidos ao longo do
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meio de agar. Além disso, os valores medidos ng&esesuperiores e inferiores sdo também
proximos entre si, em especial na condicdo de agAd a ser adotada para o bioensaio,
indicando certa homogeneidade na diluicdo dos raktiadb.

Certa difusdo de componentes acidos pelo agabk#rgada também por outros autores,
que atribuiram a acidificacdo local dos meios deuaia liberacdo de acidos organicos de
baixa massa molecular e de dioxido de carbono @umsequéncia da atividade biolégica dos
organismos. A acidificacdo pode ser influenciadafptores como as fontes de nitrogénio e
carbono adicionadas ao meio e as caracteristiceaddeespécie, além do teor de minerais e o
pH do substrato em que o fungo é inoculado (Rosirad. 2004).

Dentro dos resultados obtidos, admite-se que ossymderiam se tornar ainda mais
acidos no crescimento em pH 4, desfavorecendo endelvimento do micélio. Entretanto,
mesmo quando cultivado em pH 4 tamponado, o fungstnou uma visivel producédo de
melanina, indicando que, de todo modo, este nigedaidez ndo é considerado ideal para o
fungo em estudddicionalmente, o uso de tampdes para meios acido pratico do ponto
de vista experimental, devido a necessidade delautr o agar separadamente dos demais
nutrientes, a fim de evitar a sua hidrélise, o gaea maiores etapas nos procedimentos de
preparo dos meios. H4, ainda, uma maior possidéidde contaminacdo na manipulacéo

adicional, necessaria para a homogeneizacao de t@dmomponentes ap0s a autoclavagem.

4.3 Desenvolvimento do bioensaio de toxicidade
4.3.1 Selecao de solventes

O ajuste das condicdes de cultivo, conforme mostnad secao anterior, permitiu
conhecer o comportamento da emissao de luz daiespégardneridentro do cenario mais
favoravel a condugdo do bioensaio. Como proximpaetéoi necessério estabelecer um

solvente adequado para a diluicdo dos compostasiapd a serem avaliados quanto a
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toxicidade na aplicacdo da metodologia em desemehto. Assim, 0s experimentos
seguintes destinaram-se a conhecer a respostagio éun decorréncia da exposicéo a alguns
potenciais diluentes, observando os efeitos desibee o perfil de BL apds o cultivo do
micélio durante 7 dias em placas de Petri fechdeste. tempo de incubacéo foi selecionado
porque, dentro do que foi evidenciado na secaocede torno deste periodo que ocorre uma
estabilizacdo na intensidade da luz emitida, setido um platé com desvios experimentais
abaixo de 18% nas medicdes tanto interdias quamttadias — conforme ja discutido
anteriormente, € nesta fase que os testes de dadé&cicom o fungo em questdo seréo
conduzidos.

Dentro desta etapa de desenvolvimento do bioensaszou-se no inicio identificar um
composto que dissolvesse satisfatoriamente osegygaimicos sem provocar oscilagées ou
inibicbes consideraveis na BL do fungo, visanddag\que os resultados do bioensaio fossem
distorcidos e/ou limitados pela variacdo de luzvpoada especificamente pelo solvente
adotado. A BL foi monitorada também quando o fuf@@xposto somente ao ar externo as
placas de Petri, considerando que este poderiar a&dtiz emitida no momento de abertura
das placas para a aplicagdo de solu¢des. Sem amednéas prévios sobre a resposta fungica
nesta situacao especifica, possiveis variagfemizs@&o de luz em decorréncia do contato do
micélio com o oxigénio no ar poderiam ser confuadidcom eventuais efeitos tdxicos
causados pelos diluentes e demais compostos tesfadoocando erros de interpretagcdo nos
resultados do bioensaio.

Como opcdes de solventes, foram testadas solugf@ssas de Triton X-100 nas
concentragcoes de 0,01% (com adicdao de MES 50 mMJ),05% (com e sem adi¢do do
mesmo tampd&o) e uma solucdo de DMSO, diluido s@mentagua na concentracdo de 0,1%.
Para evitar maiores variagdes na BL, todos os ghmantos foram conduzidos abrindo as

placas por cerca de 10-15 segundos apenas pacacagie espalhamento das solugdes sobre
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0s micélios, mantendo-as fechadas ao longo deaga#wiodo de exposicao.

A escolha pelo Triton X-100 foi feita para diminuar tensdo superficial da agua,
aumentando a molhabilidade das soluc¢des aplicadae ® fungo, que desta forma sdo mais
facilmente espalhadas por toda a superficie dolimidéste surfactante foi utilizado com o
mesmo proposito para a espéGeviridilucens ndo apresentando toxicidade para a mesma
(Mendes & Stevani 2010). O MES, por sua vez, é coemnie utilizado como tampéao
biolégico ndo complexante (Kandegedara & Roraba&Bé®), e por tais caracteristicas foi
avaliado para facilitar os procedimentos do bioensen caso de ser necessario ajustar o pH
das solucbes antes de aplica-las sobre o fungoiacias na acidez poderiam influenciar na
luz emitida pela espécie ou na biodisponibilidade agentes quimicos testados. Ja o DMSO
foi estudado como alternativa para a diluicdo depmstos mais lipofilicos, que ndo sejam
solubilizados na solugdo com Triton X-100 - esteestie € uma opcao usual em bioensaios
com compostos organicos menos soluveis em agudp sdilizado inclusive para fungos
(Haap et al. 2008, Gamliel et al. 1989).

A resposta do fungo quando exposto a cada um tlesntes e ao ar foi monitorada em
diversos periodos dentro de 24h, avaliando ososfehusados sobre os micélios a partir de
alteracdes no perfil de BL (Figura 16 e Apéndiced}¥ resultados mostraram que, apés a
exposicdo ao ar atmosférico externo as placasngofapresenta uma diminui¢do intrinseca
na emissao de luz, diferentemente do observado paspécieG. viridilucens cuja BL
aumentou cerca de 50% em 8 horas. A elevacaoemsidade da luz emitida €, de fato, o que
se esperaria de um organismo que depende de axigém a reacdo de emissédo de luz.
Embora ndo sejam hermeticamente fechadas e, pmrpg@rmitam certa troca com o ambiente
externo, a abertura das placas favoreceria umarmdapersdo de gases produzidos pelo
metabolismo flngico e um consequente aumento pamislidade de oxigénio, presente no

ar atmosférico externo (Mendes & Stevani 2010).
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Nao existem estudos que comprovem exatamente opgde ter ocorrido no caso
especifico da espéch. gardnerj mas uma hipotese € que a diminuicdo da BL nesigof
tenha ocorrido devido a uma reagdo particular dgtagdo a mudanca da atmosfera de
vapores e gases no ambiente de crescimento doionidéin exemplo disso seria a
substituicdo de um ar com uma umidade maior, |eséen acumulada em funcdo da
evaporacao da dgua homogeneizada nos meios deacylar um ar externo mais seco no
momento de abertura das placas. A esp@ciaridilucens por outro lado, néo teria sofrido o
mesmo impacto, possivelmente devido a aplicac&®0fquL de agua na superficie dos meios
de cultura deste fungo no momento da inoculacdotendo o organismo em um ambiente

constantemente hidratado.
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Figura 16. Variacao da BL em fungédo do tempo de exposicadjaand-se as placas sem
abri-las @®); apOs abertura seguida de fechamento com exposg@ente ao al) e apos
aplicacdo de 500 pL de solugdes aquosas de TritbB0XD,05% ¥ ), MES 50 mmoll* em
Triton X-100 0,05% €), MES 50 mmolL* em Triton X-100 0,01%4) e DMSO 0,1% t).

Em vermelho, a tendéncia de estabilizacdo da lazpfecas fechadas e na solucdo de MES
em Triton X-100 0,01% (n = 9 para as placas fechamaexpostas ao ar e n = 3 para as
demais).
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Apesar da diminuicdo de cerca de 50% da BL em 3Dapos a abertura e fechamento
das placas, a intensidade da luz emitida ndo sofeancas mais bruscas ao longo de 8 h,
mantendo-se entre (12,1 + x80° RLU e (14,8 + 1,1910° RLU (Apéndice | e Figura 16).
No ponto de 24h, a BL obtida foi de (17,8 + B RLU, permanecendo menor em
comparacdo com as placas fechadas, mas subindonta pe atingir 65,28% da luz
quantificada nestas culturas. Os resultados mastrad Figura 16 tanto para as placas
fechadas quanto para as placas expostas ao aitwamsuma juncdo dos dados de trés
experimentos realizados em datas distintas ao ldegd meses, totalizando 9 replicatas no
total (n = 9). Os desvios percentuais mantiverargesalmente abaixo de 16% (Apéndice 1),
mostrando certa repetitividade da BL ao longo dereintes inoculacdes. Neste caso, como a
BL se manteve com uma intensidade ainda favoraeehducéo do bioensaio e com desvios
experimentais satisfatorios, a principio a dimidoic observada nao impediu o
prosseguimento do estudo para o desenvolvimenimogmsaio.

Em relacdo aos diluentes, foi verificada uma fditeinuicdo da BL em decorréncia da
exposicao as solucdes contendo Triton X-100 0,05980 0,1% (Figura 16 e Apéndice I).
Em ambos os casos, a luz foi inibida cerca de 7924 horas, utilizando o micélio exposto
ao ar como parametro de comparacao (controle).axfi de BL dentro do periodo avaliado,
€ possivel observar uma diminuicdo visivel na sittade da luz apds 30 min, o que sugere
que estes solventes provocam efeitos toxicos &iese portanto, ndo sdo os mais indicados
para os bioensaios.

O DMSO em concentragdes da mesma ordem de graddazidlizada neste estudo n&o
causou efeitos toxicos perceptiveis a diversascaspéle microorganismos, entre fungos,
bactérias, protozoarios e microalgas (Jay 1996, liébet al. 1989, Bonnet et al. 2008). No
entanto, no caso da espédie gardnerj foi observada uma maior sensibilidade a este

solvente. A acdo toxica observada ao organismo épaossivel resultado da interagdo do
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DMSO com as membranas celulares, aumentando a gleitidade das mesmas. Neste caso,
a toxicidade pode ter sido potencializada pelaagliaacdo direta sobre o micélio ao invés da
sua dispersdo nos meios com agar, de forma siaul@ncontrado para algumas espécies de
fungos ascomicetos (Sharma & Sharma 2011).

Quanto ao Triton X-100, o efeito observado sobr8lLapode ser atribuido a sua
quantidade em solucdo (0,05%, ou 0,80 mnipllque esta acima da concentracéo micelar
critica (CMC) de 0,22-0,24 mmofL(Sigma-Aldrich). Em valores superiores & CMC, um
surfactante passa a formar micelas e ndo ha ntaeragies significativas na tensao superficial
da solucéo. Neste caso, entretanto, a parte apdiarofébica do surfactante pode interagir
com grupos de caracteristicas semelhantes em iastei lipideos de membranas celulares,
causando a ruptura destas (Lodish et al. 2014).

O uso do MES impede que haja alteracdes no pH gsgam levar a variacdes na BL ou
na biodisponibilidade dos compostos, e parece miicenciar na toxicidade do diluente - a
luz quantificada n&o foi significativamente alteaambm e sem a adicdo deste composto nas
solugdes de Triton X-100 0,05% (Figura 16). Poaasgdo, 0 mesmo tampéo foi mantido
nos testes com as solugdes contendo uma concentresgéor de surfactante (0,01%, ou 0,16
mmolL™?, abaixo da CMC).

Neste caso, a BL quantificada foi comparativamant@or em relagdo aos outros
diluentes testados, confirmando a acdo toxica dibonrX-100 quando aplicado em
quantidades acima da CMC. A intensidade da BL mante proxima da luz emitida nas
placas expostas ao ar, mas atingiu cerca de 75%Ilagdo a estes controles no tempo de 24h.
Uma possibilidade para explicar este resultado,oeanbdo tenha sido acompanhado de um
aumento expressivo dos desvios padrédo da BL, sst&iada ao contato do fungo com a agua
na fase liquida, que em longo prazo mostrou-se qdaoravel ao desenvolvimento da

espécie. Além disso, em comparacdo com as plaahs o houve aplicagdo de quaisquer
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solucdes, o recobrimento total do micélio com aetite pode ter limitado o teor de oxigénio
efetivamente disponivel para a reacdo de BL. Adalimente, o aumento de luz entre 8h e
24h nas placas expostas ao ar, que contribuiugpdiscrepancia em relagcdo aos organismos
em contato com o diluente, pode ter sido favorepimioum novo acumulo de vapor de agua
dentro das placas, ainda que de modo sutil, resdst@mdo uma porcao da atmosfera interna
original existente no meio de crescimento fungico.

Com o exposto acima, considerando o cenario enhguwemaior BL possivel dentro de
um comportamento adequado, optou-se por dissolwesgentes quimicos em solucdo de
MES com Triton X-100 0,01%. Com este diluente, a permanece em uma tendéncia
estacionaria a partir de 6 h de exposicao (Figéjaihdicando que ndo ha efeitos toxicos
mais significativos no periodo em que se estimadgpin todos os procedimentos do
bioensaio. Antes deste periodo, entretanto, a nosicifacdo na BL poderia potencializar os
erros experimentais, representando uma desvantagedotura aplicacdo dos testes de
toxicidade.

Diferentemente do bioensaio com a esp&iiridilucens(Mendes & Stevani 2010), o
fato de a intensidade da BL néo ter retornado ates iniciais com o funghl. gardneri
inviabilizou que as placas fossem controles de ssmas para a metodologia em
desenvolvimento no presente trabalho. Ainda assista desvantagem experimental é
compensada, comparativamente, pelo comportamernito astiivel do organismo em estudo
frente as alteracdes no equilibrio das culturassadas pela exposi¢cdo do micélio ao ar ou as
solugBes aplicadas sobre 0 mesmo. Como a emisdép da espécie é naturalmente elevada,
o desenvolvimento do bioensaio foi viabilizado mesiam as redugdes de intensidade da BL
observadas no contato do micélio com o ar e coriuerde selecionado. Entretanto, para
aumentar a confiabilidade dos resultados, € negess@nduzir os testes com um controle

externo, que indique exatamente a variacdo da Btacka ao fungo pela exposicao especifica
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ao diluente em cada experimento.

E possivel perceber que os valores médios de BT dias de cultivo s&o proximos entre
si ao longo de sucessivas inoculagfes: com 425catged medidas em 7 experimentos
diferentes, conduzidos durante 8 meses, a médigadaes de BL nas placas fechadas foi de
(2,5 + 0,2%10" RLU (ou seja, desvio de 8,75%). Nas mesmas coeslieth 8 dias de cultivo,

a BL média de 52 replicatas correspondentes a ériexgntos conduzidos também durante 8
meses foi de (2,5 + 0,4)0" RLU (13,93% de desvio). Estes resultados indicam o
houve alteracBes significativas no perfil de BL periodo de incubacdo adotado para a
conducao do bioensaio. De modo similar, na exposagé&diluente escolhido para os testes de
toxicidade, em 32 replicatas medidas durante 5rerpatos conduzidos em 4 meses, a BL
média foi de (1,7 + 0,3)L0° RLU - ou seja, desvios de 15,89%. Como a luz emitipresenta
valores proximos entre as replicatas, inclusiveeeaxperimentos conduzidos em diferentes
datas e com miceélios provenientes de diferentéessde inoculacdo, o uso de um controle

externo foi considerado como viavel.

4.3.2 Determinagéo do tempo de exposicao

A determinagdo do tempo ideal de exposicao par@genkaio foi feita com base na
avaliacdo do periodo necessario para que um agfete em dada concentracdo cause 100%
de inibicdo na BL fungica — ou seja, buscou-se tifieer 0 tempo de contato minimo
requerido para que os efeitos toxicos resultemesposta maxima do fungo. Deste modo, a
presente etapa de experimentos foi destinada ar estibestimar a toxicidade dos agentes
quimicos testados, que poderiam ser consideradessagressivos ao fungo caso o tempo de
exposicao fosse insuficiente para uma interacaal tmtre o organismo e 0 composto
aplicado.

Pretendeu-se testar a aplicacdo do bioensaio cgumsalmetais e fendis, lancados no
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ambiente principalmente por atividades antropog@&piconforme abordado na secao de
introducdo. Por esse motivo, para testar o tempeesigosta da espécie em estudo, foram
aplicadas solugfes Cu(ll) 50mM e fenol 10 mM, repreantes de ambas as classes quimicas
de interesse (Figura 17 e Apéndice J).

Para o composto organico, obteve-se uma rapidadigdio da BL, cuja inibicdo foi de
94% em apenas 30 min de exposi¢cdo. Entre 4 e 2 hessa inibicdo manteve-se com
variacdes médias inferiores a 1%, sugerindo qumenbaio poderia ser conduzido em 6 h.
Entretanto, os resultados com a solugcdo de Cu@ftraram que tal periodo ndo é suficiente
para que os efeitos toxicos sejam completos, ummague a intensidade da luz continuou a
cair mesmo apos 6 horas de exposi¢cdo. Dentro desé&io, 0 comportamento da BL inibida
mostrou-se como uma caracteristica essencial daiespa percepcdo sobre a evolugdo dos
efeitos toxicos e na escolha do tempo ideal de @d éxposicao, onde a resposta maxima do

fungo foi enfim verificada.
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Figura 17. Variacdo da BL em funcdo do tempo, avaliando-splasas ap0s aplicacao de
500 pL de solugdio aquosa de MES 50 mmi@m Triton X-100 0,01%K), Cu(ll) 50 mM
(®) e fenol 10 mM A). Em vermelho, a tendéncia de estabilizacdo da@h o diluente
apos 6 h de exposicéo (n = 3).
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A duracdo do bioensaio com o funfp gardnerié compativel com a metodologia
desenvolvida para as culturas @e viridilucens cujas caracteristicas de emissdo de luz
determinaram um periodo idéntico de exposicdo (Men&l Stevani 2010). Neste caso,
entretanto, apesar de a inibicdo do Cu(ll) set tqias apenas 4h, a emisséo de luz do micélio
exposto ao diluente (controle) ndo se manteve emmiwel estacionario: ao contrario do
observado com a espécie em estudo, a luz aumeniptamente (cerca de 5 vezes em 1
hora) e diminui lentamente, levando 24h para rerao valor obtido antes da abertura das
placas — dai a escolha por este tempo de exposicéo.

Para o bioensaio desenvolvido com os fungos bislastentes em meios liquidos, por
outro lado, o tempo de exposicéo satisfatorio fErais e metais foi de apenas 1 h, periodo a
partir do qual ndo foram obtidas mudancas adicgonas valores de BL dos fungos expostos
aos agentes toxicos (Weitz et al. 2002). O fatosleneios de crescimento serem diferentes
daqueles utilizados para as espéGewiridilucense N. gardneridificulta uma comparacao
direta entre os tempos de exposicdo em cada caslavig, a diferenca pode ter ocorrido
tanto em funcdo das especificidades de cada espéeigto por uma questdo de maior
facilidade de dispersdo dos compostos em meiogltiguAlém disso, a forma globular dos
micélios utilizados no método desenvolvido e azadid dos meios antes das andlises pode ter
viabilizado um contato mais efetivo entre os fungoss poluentes, gerando uma resposta
mais rapida dos organismos.

Em relagcdo aos bioensaios convencionais, que avalgaefeitos toxicos principalmente
por meio de inibicdes na biomassa ou diametro, congparacao direta € ainda mais dificil,
uma vez que o tempo de exposicdo aos agentes téadta intrinsicamente relacionado ao
periodo total de cultivo do fungo, que varia emcimmda magnitude de desenvolvimento do
micélio — esta, por sua vez, € alterada tambémcdel@a com 0s nutrientes nos meios de

cultura e as caracteristicas individuais das espgconforme ja abordado anteriormente.
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4.3.3 Realizacdo do bioensaio de toxicidade

Uma vez estabelecidas as condi¢Bes de cultivo faatsaveis a incubacdo do fungo,
assim como identificado um diluente adequado papaeparo de solucdes e selecionado o
tempo de exposi¢cdo necessario entre o agente t@&i@ micélio, buscou-se testar a
metodologia para a obtencdo das curvas de toxiidaddois fendis (4-nitrofenol e fenol) e
dois metais, Cu(ll) e Cd(ll). A partir das curvgastadas com a funcéo Logistic (Microcal
Origin), foi possivel calcular o Egde cada composto, cuja ordem crescente de toxeidad

fenol < Cu(ll)< 4-nitrofenol < Cd(lI\Figura 18 e Apéndice K).
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Figura 18. Curvas de toxicidade para os metais (A) e fengjsqtaliando cadmioX), cobre
(@), fenol (*) e 4-nitrofenol &) (n = 3).

No pH das solucdes aplicadas sobre o micélio (@ &nto o fenol (pk= 9,98) quanto
0 4-nitrofenol (pk = 7,16) encontram-se predominantemente na forwi@mada. Com isso,
ha um desfavorecimento de acdes toxicas diretasadas por reacdes com ions fenolato ou
por ligacdes ibnicas reversiveis com biomoléculdsste caso, portanto, um possivel
mecanismo de toxicidade para estes compostos éamadancdo de reacdes de oxirreducéo

com os constituintes de sistemas biologicos e fo@imale ligacbes covalentes entre os fendis
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ou seus derivados (e.g., quinonas) e as biomoe¢pta exemplo, por afinidade com grupos
tiol de proteinas e DNA). Tais reacfes, por sug pedem também levar a formacéao de
radicais livres, que afetam as atividades enzimstialém de promover a peroxidacao lipidica
de membranas e a quebra de cadeias de DNA em smgaieucariontes (Appel 1993,
Shadnia & Wright 2008).

A lignina possui grupos fenodlicos em sua constiiojgle modo que é de se esperar que a
maior capacidade de decomposicdo enzimatica deateriad pelos fungos de podridao
branca represente um mecanismo vantajoso na resstde tais organismos a certos fenais,
entre outros compostos organicos. De modo compatista capacidade de degradacao foi
associada a uma tolerancia maior do basidiomidetometes versicolomao fenol, cuja
concentracao inibitdria minima de crescimento ®i2® mmoll* — em comparacdo com o
fungo de podriddo pard&€oniophora puteanaque produz enzimas lacase em menor
quantidade, essa concentracao foi reduzida peldeedara 10 mmolt(Voda et al. 2003).

O fenol ndo possui substituintes adicionais quesgms aumentar a toxicidade da
molécula e que jA ndo estejam normalmente preseaitdda que em menor escala, no
material organico decomposto pelo fungo. O grupm mio 4-nitrofenol, por outro lado, além
de reagir diretamente com as biomoléculas, podeeskrizido para gerar um grupo nitroso
mais reativo. Um estresse oxidativo por geraca@dieais livres na reagcdo com grupos tiol e
amino em biomoléculas pode ocorrer, entdo, tanta mmcdo direta com o 4-nitrofenol
quanto pela reagdo com 0 grupo nitroso supracitasi®e agente quimico apresenta também
maior lipofilicidade, o que, a principio, potencakia a sua interagdo com lipidios
constituintes de membranas celulares e mitocosdferorecendo a absorgéo pelo organismo
e podendo influenciar, deste modo, na permeabé#idaglular e na fosforilacdo oxidativa
(Appel 1993, Michatowicz & Duda 2007, Spycher et24105).

O célculo de ions livres (aguo-complexos) realizadm o auxilio do software Visual
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MINTEQ (versdo 3.0) indicou que ha uma predomirdamds metais na forma idnica,
99,93% como Cd(ll) e 94,64% como Cu(ll), contrillorpara uma maior biodisponibilidade
destes elementos no momento da aplicacdo sobre&ianiNesta forma, cations com maior
polarizacdo, como € o caso do Cd(ll) e Cu(ll), raagem facilmente com grupos contendo
enxofre (por exemplo, tidis) em moléculas e enzimas tém a funcdo de proteger os
organismos contra as EROs, o0 que pode resultam@rinducéo do estresse oxidativo (Gadd
1993, Mendes & Stevani 2010). Aléem disso, o cadenicobre exercem seus efeitos toxicos
diretamente sobre as membranas plasmaticas, mmeldeno transporte de solutos para as
células. Tais metais provocam alteracbes na peihdeal® das membranas, alterando
também a sua composicdo. Ambos possuem, aind&jaafen por residuos de aminoacidos
aromaticos em enzimas, e, de forma compativel coexpmsto acima, causam danos as
proteinas fungicas devido ao estresse oxidativoces$o a producdo de EROs — neste caso,
principalmente radicais hidroxila e anion-superoxiBaldrian et al. 2003).

O Cu(ll), conforme ja mencionado, é um cation esis¢mequerido para as atividades
enziméticas relacionadas a degradacdo de ligninabtencdo de nutrientes para a
sobrevivéncia fungica, o que poderia explicar, eania, uma maior tolerancia pelo fungo. De
forma compativel, alguns autores discutem que asegfo ao cobre estimula a biossintese de
lacases, as quais podem contribuir para a proddedmonelanina pela polimerizagdo de
compostos nos meios de crescimento (Henson €929, Baldrian 2003). Este pigmento foi
possivelmente produzido também no presente trapatha vez que foi observada, apds 24h
de exposicdo, uma coloracdo marrom entre os micgliando as culturas foram submetidas
as solucbes mais concentradas de Cu(ll). O messuttado foi obtido também por outros
autores, que indicaram a possivel sintese de malaemo mecanismo de defesa (Guillén &
Machuca 2008). Com base nisso, o pigmento obsemwadspéci®l. gardneripode ter sido

liberado como forma de complexar o metal e, pelasequente diminuicdo da sua
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biodisponibilidade, amenizar os efeitos toxicos.

Diferentemente do cobre (Il), o Cd(Il) ndo possmaufuncao biolégica conhecida, e seu
efeito tdxico foi mais intenso do que o dos denagisntes quimicos testados para a espécie
em estudo, evidenciando um mecanismo de defesasnusenvolvido para este elemento.
Assim, os resultados obtidos poderiam ser conseguéle uma menor adaptacdo da espécie
a este agente quimico, que ndo é naturalmente teadomo seu ambiente de crescimento.
Pela sua caracteristica ndo essencial, o Cd(Ilér@mhecidamente utilizado de forma direta
em processos que favorecam o desenvolvimento damisrgo, mesmo quando em baixas
concentracdes. Pelo contrario, os seus efeito® @s$ociados a substituicdo de elementos
essenciais e bloqueio de grupos funcionais em dépulas, além de outros efeitos toxicos
causados, por exemplo, por alteracbes na integridadnembranas de células e organelas ou
reacdes diretas com biomoléculas (Baldrian 200803&93).

A classificacdo de compostos como “duros” ou “mblpsde ser adicionalmente
utilizada na elucidacdo de possiveis interacdese eos cétions metélicos e ligantes
especificos em sistemas biologicos. Ligantes desdde oxigénio sdo considerados duros
(menos polarizaveis e mais eletronegativos) e possuaior afinidade com metais também
duros. Por outro lado, os ligantes contendo enxs#iceconsiderados moles, possuindo maior
afinidade com os metais de mesma caracteristicete N®ntexto, enquanto que o Cd(ll) é
considerado um ion mole, o Cu(ll) possui caradiesdis intermediarias entre ambas as
classificagbes (Gadd 1993). Tal fato, por sua ypemle estar relacionado a diferenca nas
toxicidades obtidas entre ambos os cations, comgide que o Cd(ll) possuiria uma maior
afinidade com os grupos tiol associados a protegatra EROs. Desta forma, o organismo
exposto a tal elemento estaria mais facilmentatelge estresse oxidativo.

De forma complementar, a maior toxicidade do Cd@ih relacdo ao Cu(ll) foi

anteriormente relacionada a uma interagdo maigliatee do cobre com polifosfatos,
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resultando em uma transferéncia mais lenta degtemns para as ceélulas que sofreriam os
danos na interacdo com os metais (Lam et al. 198B¢sar de o trabalho ter sido conduzido
com algas, os fatores levantados pelos autoregipogea principio, ser extendidos também
aos fungos, dado que as moléculas supracitadasigrodger encontradas também entre estes
organismos. Quanto aos fendis, por sua vez, umarnaixicidade do Cd(ll) esta
possivelmente associada a capacidade especiagjteddedo da lignina pelos basidiomicetos,
cujas enzimas sdo nao especificas e, portantoreleamam a degradacdo de determinados
poluentes organicos fendlicos.

Embora os mecanismos de emissao de luz e de tadeipara fungos bioluminescentes
ainda ndo sejam amplamente conhecidos, a desp@@oizie membranas e o desacoplamento
na BL, comumente observada em decorréncia da eguwsdios fungos aos agentes toxicos.
Isso porque, para garantir uma fonte de energia parprocessos metabdlicos, os fungos
utilizariam mais NADH na tentativa de sintezar ATén quantidades suficientes.
Consequentemente, menos deste cofator estariandispgpara ser utilizado na reacdo
enzimatica de hidroxilagdo da hispidina, envolvidamecanismo de reac¢édo bioluminescente.
(Stevani et al. 2013).

O NADPH, alternativamente utilizado na reacao brmohescente, pode ser produzido a
partir do NADP (forma oxidada)sintetizado pelos organismos a partir da fosfdiidade
NAD" pela enzima NAD quinase. Entretanto, em condi¢cdes onde a produedATdP ¢
limitada, € de esperar uma maior quantidade de Ng&Ddo utilizada na producdo de NADH
para a biossintese de ATP. Como este também Zadtilina conversdo do NABm NADP,
€ esperada, da mesma forma, uma menor producdo Ad@PML Assim, uma menor
quantidade de NADPsendo produzida pelo fungo em funcéo de danosadasgor agentes

guimicos organicos ou inorganicos resultaria tamiam uma menor disponibilidade de
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cofatores para a reacdo de bioluminescéncia furi§tesvani et al. 2013). Em outra hipotese,
o NADPH poderia ser preferencialmente direcionaa@ @uxiliar na producédo de compostos
com funcbes antioxidantes, a fim de proteger orosgao contra 0 estresse oxidativo. Isso
poderia ocorrer, por exemplo, na manutencdo do cedlox da glutationa, uma vez que a
mesma necessita desta coenzima para ter sua foideda novamente reduzida na reacéo
catalisada pela enzima glutationa redutase (Bali €003).

Os bioensaios ja desenvolvidos para os fungosrhiokscentes avaliam a toxicidade de
metais e alguns fenodis substituidos, em espeadrifendis. Para metais, o funijo gardneri
mostrou-se menos tolerante do que a esp€cieviridilucens mas mais resistente em
comparacao com as espéckegnellea e M. citricolorEm relagéo aos resultados obtidos por
Weitz et al. (2002), por exemplo, o &@o cobre apresentou uma ordem de grandeza cerca

de 100 vezes menor em comparacao com o obtidoesemte trabalho (Tabela 8).

Tabela 8. Diferentes parametros adotados na avaliacdo deidage de compostos para
espécies fungicas bioluminescentes e respectiosegade EG.

L . Meios de  Agente ECso T exposicéio A
Espécie cultivo quimico (mM) ) Referéncia
cd(l (8,0 + 0,5).10* 24
_ ] Cu(ll) 0,53 + 0,09* 24
N. gardneri agar Presente estudo
fenol 1,7+0,3 24
4-nitrofenol 0,34 £ 0,04 24
Tidil , Cd(l1) 24+01 Mendes &
G. viridilucens  4gar cull) 5702 24 Stevani (2010)
A. mellea 1,3x10° 1 ;
— liquido Cu? Weitz et al.
M. citricolor 36,0x10° 1 (2002)
G. viridilucens  Agar fenol 58+0,3 24 Dados do grupo

4-nitrofenol 1,8+0,1 néo publicados

* ECsppara 0os metais na forma de ion livres, cuja conaeét foi calculada com o software
Visual MINTEQ. Os valores nominais de &Cdesconsiderando especiagdes, s&(Bde+
0,5x10°mM e (0,56 + 0,1) mM para os sais de cAdmio e escoespectivamente.
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Dadas as diferencas entre os parametros dos dédsreioensaios, como as caracteristicas
intrinsecas das espécies utilizadas (incluindo esamsmos de defesa e de interagdo com 0s
agentes toxicos); a composicdo dos meios de cukutampo de exposicdo com 0 agente
toxico e as condi¢cdes de inoculacdo, os valoreE@g para um mesmo composto seréo
logicamente variados de acordo com a metodologitadd.

Assim, por exemplo, um Egde 1,3 umolL* foi obtido para o Cu(ll) exposto ao fungo
melleg enquanto que para a espéeiecitricolor o mesmo elemento apresentou toxicidade
cerca de 30 vezes menor, necessitando de uma ¢@éende 36 pmolt para inibir 50% da
luz emida pelo micélio (Weitz et al 2002). Com oada G. viridilucens por outro lado, foi
obtida uma diferenca ainda maior para o Cu(ll), aom EG equivalente a 5,7 mmofL
(Mendes & Stevani 2010). Ainda avaliando o mesntmeaporém em ensaios convencionais
(ou seja, medindo-se geralmente diametro ou bianmasmcorporando 0s agentes toxicos
diretamente nos meios de cultura antes da inomlagssa diferenca de toxicidades é
também obtida: por exemplo, valores desg&@n torno de 10 mmolte 3 mmolL* foram
obtidos para as espéciesaetiporus sulfuroug Ophiostoma sprespectivamente, avaliando a
inibicdo do diametro em meios solidos (Guillén echlaca 2008). Ainda em ensaios
tradicionais, a medicdo de biomassa em meios bguidra o Cd(lIl) resultou em valores de
ECsode 12,6 umolL} e 0,008 pmolL® para as respectivas espé@esilus variegatug Suillus
granulatus(Hartley et al 1997).

Comparativamente com os metais, os trabalhos bdsaaraliar os valores de Efpara
fenol ou 4-nitrofenol para fungos séo escassosseddo encontrados tantos estudos voltados
aos testes de toxicidade. Ainda assim, bioensaoguzidos com ascomicetos indicaram
valores de E§ em torno de 0,5 mmolt para o 4-nitrofenol exposto durante 20 dias as
culturas deAspergillus fumigatus, A. flavus e A. tamaavaliando-se a inibicdo de biomassa

dos micélios cultivados em meios liquidos (Bharathal. 2009). Ainda em meios liquidos,
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outro estudo avaliando a inibicdo do cresciment@4lespécies de ascomicetos pela medicao
do diametro dos micélios expostos a fenol durabtelids resultou em valores de §g@Ga
faixa de <1,1 - 9,0 mmolt (Guiraud et al. 1995). Novamente foi observaddpspeados
supracitados, uma aparente maior tolerancia dasiespfungicas ao fenol em relagdo com o
4-nitrofenol.

Em bioensaios com bactérias, mais usuais para onganismos, o0 4-nitrofenol
apresentou valores de E@e 63 umoll* para a espéci®hotobacterium phosphoreyum
adotando os procedimentos do teste MicfBtoem tempo de exposicdo igual a 30 min
(Ricco et al. 2004). O fenol, por sua vez, € um posto toéxico utilizado como referéncia no
Microtox® e tem seu E& padronizado entre 0,14 e 0,28 mmiblhara a bactéria. ficherj
considerando 15 min de exposicdo (AZUR Environneh®@8). No que diz respeito aos
metais, essa diferenca na ordem de grandeza doswvae EG permanece, em especial para
o Cu(ll), tendo sido obtidos valores de gg@e 1,62 pmoll} e 27 pmoll* para Cu(ll) e
Cd(Il), respectivamente, mantendo 15 min como terdpoexposicdo (McCloskey et al.
1996). Neste sentido, o fundd. gardneri apresentou uma resposta na mesma ordem de
grandeza apenas no bioensaio conduzido para ¢) Gdplara o cobre, a sensibilidade da
espécie foi cerca de 300 vezes menor, enquantparaeos fendis foram obtidas toxicidades
cerca de 5-10 vezes mais baixas.

Essas diferencas observadas nas ordens de mageitiideos resultados dos bioensaios
com diferentes tipos de microorganismos em meibidasde liquidos indicam a importancia
de expandir os estudos com os fungos, no sentideftdir da melhor forma possivel o
desenvolvimento e a resposta de organismos esquesciAAs espécies fungicas sdo de especial
interesse tanto por serem representantes do comeard ambiental terrestre, quanto por
ocuparem uma posicao estratégica na base da cduoeéntar, reforcando a necessidade de

ampliar o conhecimento sobre a toxicidade de cotopgsara tais organismos. Desta forma,
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pelo crescimento fungico caracteristico em solodegenvolvimento das metodologias em
meios de cultura solidos representaria melhor ccsescimento e a sua resposta nos habitats
naturais, apesar de ndo necessariamente reflait@odisponibilidade dos compostos nestes
locais devido a complexidade dos ambientes dermrige

Além disso, a emissao de luz em culturas submersssneios liquidos é menor, nao
sendo possivel a sua visualizacdo a olho nu, cmef@videnciado pelo nosso grupo com a
espécieN. gardneri e confirmado, em contato com a pesquisadora reapeh pelo
desenvolvimento dos bioensaios em meios liquidas, as culturas dos fungds mellea, O.
Ollearius, P. stipticuse M. Citricolor (Weitz, comunicacdo pessoal). Consequentemente,
nestes meios pode haver uma diminuicdo da BL dicaua, representando uma possivel
desvantagem para os bioensaios. Por outro ladmtauaais intensa for a BL, mais
facilmente os resultados séo obtidos e interpretagermitindo avaliar a toxicidade de
compostos em faixas mais amplas de concentracdo reenores erros nas medidas —
principalmente porque, neste caso, a emissao de ke maior do que o sinal da linha base
do equipamento. Pela BL visivelmente menor em mkpsdos, seria interessante avaliar
futuramente se esta seria uma explicacéo adicpamalas diferencas de sensibilidade entre os
bioensaios. Isso porque, quando a emissao de Isigndficativamente menor, qualquer
variacdo de intensidade causada pela interacdood@sismos com 0s agentes toXicos
poderia resultar também em um maior impacto na eoagdo com as culturas utilizadas
como controle (considerando que &ida = BLpes-exposicdBLcontrold. OS meios de cultura
liguidos, dentro do que ja foi abordado na intréduyc favorecem uma maior
biodisponibilidade dos metais. Mesmo com a aplicadifeta dos agentes quimicos sobre o
micélio dos fungos em meios soélidos, uma possifas@io das solu¢des pelo agar poderia
reduzir em maior escala a biodisponibilidade dampmustos, conforme sera evidenciado na

proxima se¢do. Um maior contato das espécies fasgiom os contaminantes testados nos
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bioensaios de Weitz et al (2002) pode ter sidormidizado também pela forma globular dos
micélios (com diametros de 3-5 mm), que possueonicemente, uma maior area superficial
para contato. Estes globulos foram retirados dasswe cultura e lavados com agua antes de
serem transferidos para cubetas contendo aperagentes toxicos, diluidos também em agua
— mais uma vez, a biodisponibilidade seria menfbgeinciada por interacées dos metais com
quaisquer componentes do meio de cultura. Adicmeate, as solucbes com os agentes
toxicos foram agitadas antes das medicdes de Bémj&ontato direto com o micélio, o que
pode ter aumentado o contato das espécies furgoass compostos testados.

As semelhancas nos meios de cultura e procedimdetbgoensaio permitem fazer uma
comparacao mais direta entre o furlgogardnerie a espéci&. viridilucens Neste caso,
como seria de se esperar pela proximidade maice eatmétodos, as ordens de grandeza dos
valores de E€de ambos os bioensaifmsam mais proximas entre si quando em comparagao
com os resultados em meios liquidos. Ainda assirasggecie em estudo mostrou maior
sensibilidade tanto aos metais quanto aos fersss.poderia ser explicado, a principio, pelo
habitat de origem dos fungos: as primeiras cultde6&. viridilucensforam preparadas a
partir de corpos de frutificacdo encontrados no AETcujas atividades de mineiracao
resultaram na contaminacao da regido, principaleneot chumbo, mas também por cadmio e
cobre (Cotta et al. 2006). Assim, o0 crescimentdfudm@o nesse tipo de ambiente pode ter
colaborado para uma maior resisténcia do organism® agentes toxicos e para o0
desenvolvimento mais aperfeicoado de mecanismodetisa especificos para metais, de
alguma forma herdados pelos micélios cultivadosladoratorio. Para fendis, entretanto, a
principio as diferencas de sensibilidade parecem reenores, possivelmente pela
caracteristica em comum dos basidiomicetos de taecemzimas lignoliticas capazes de
interagir também com este grupo de moléculas ocgani

Conforme ja mencionado, além do fator ambientaludido acima, as diferencas no4gC
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foram provavelmente causadas também pelas denpmsitsdades de cada espécie. Neste
caso, as distingdes mais notaveis entre os fuBgegidilucens e N. gardnegéo seus perfis
de BL dentro de condi¢des de incubacao distintesmiplos disso sdo as particularidades nas
concentracbes da fonte de nitrogénio requeridascatia bioensaio, embora os micélios
tenham sido cultivados utilizando os mesmos masgoara o preparo dos meios de cultura, e
as reacoes particulares de cada espécie em caoi@® ar e solugcdes aplicadas sobre os
micélios. Do mesmo modo, o desenvolvimento 6timdNdgardneriem temperaturas mais
elevadas e sob uma concentracdo de melaco 5 vemies @m relacdo a6. viridilucens
corrobora para a percepcdo de diferencas nas edsticas entre as duas espécies, que
naturalmente influenciariam os seus mecanismaste&cao com 0s agentes tOxicos.

Com o exposto nesta secdo, embora o bioensaiogioopo presente trabalho ainda seja
limitado aos compostos que séo soluveis no solvestado e as placas ndo sejam controles
de si mesmas, a metodologia desenvolvida até gmesenta vantagens principalmente em
relacdo ao crescimento rapido do micélio, a maasibilidade frente aos compostos testados
e a luz elevada emitida pela espécie estudadapejueite avaliar a toxicidade dos agentes
quimicos em uma maior faixa de concentra¢cdes. Demmemodo, o perfil estavel de BL,
com um platd onde a luz € mantida de forma presisi& outro fator que indica uma
vantagem da espécie para a aplicacdo de inteessedicdo da BL é, ainda, mais prética e
rapida do que a avaliacdo de altera¢cdes do diaroetmomassa nos ensaios convencionais e
h& menor interferéncia dos meios de cultura naispodibilidade em relacdo aos métodos
convencionais, porque o tempo de contato com ostegejuimicos € menor. Assim, 0
bioensaio com a espéch. gardnerirepresenta mais uma opc¢do viavel para espécies de
habitat terrestre, podendo ser utilizado como cemphto com as analises quimicas de
amostras ambientais e demais bioensaios desene®l@odm outros organismos terrestres

e/ou aquaticos.
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4.4 Absorcéo de fenol e fendis substituidos em meios cldtura

Nesta etapa adicional de experimentos, a absoreaerbl e fenois substituidos em
meios de cultura foi determinada visando verifisara concentracdo dos agentes toxicos
poderia sofrer alteracdes em funcédo de diluicodés @gar. Os compostos avaliados, neste
caso, foram os mesmos testados previamente copeeaiesS. viridilucens razao pela qual se
buscou reproduzir as condi¢cdes de incubacéo utdzpara este fungo.

Inicialmente, foram medidas as concentracdfes dasc@es individuais de fendis
aplicadas sobre os meios ndo inoculados e reclgeigibs o tempo de exposicdo de 24
horas. Para isso, a superficie dos meios foi lacadao diluente (solucdo aquosa de Triton
X-100 0,05%), e uma aliquota da solucao final @bieste processo foi utilizada para a
reacdo, seguindo o meétodo colorimétrico adotado. dados evidenciaram que as
recuperacdes dos fendis foram, em geral, inferiar68% do valor original, indicando uma

possivel absorcédo dos analitos (Tabela 9).

Tabela 9. Concentracdo de fendis recuperada (ndo absorvimies) @xposicdo por 24 h ao
meio de cultura. Em negrito, os valores que magpseximam do E&, calculado em ensaio
toxicolégico com a espéct®. viridilucengn = 3).

Conc. nominal (mM) 4-metoxifenol  4-clorofenol  2,4,6-triclorofenol Fenb

0,2 - - 0,00 £ 0,00 -
0,4 - - 0,00 £ 0,00 -
0,6 - - 0,00 £ 0,00 -
0,8 - - 0,09 + 0,01 -

1 - - 0,34 +0,01 0,02 £ 0,00
1,2 - - 0,54 £ 0,02 -
1,4 - - 1,16 £ 0,05 -
1,5 0,03 £ 0,00 - - -
1,6 - - 1,89 +£0,03 -

2 0,00 £ 0,00 - 2,1+0,1 1,1+0,1
2,5 0,35+0,01 - - -

Continua.
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Conclusao.

w

4,8+0,6

0,00 = 0,00

0,00 + 0,00

0,76 £ 0,05

49+0,4

0,00 + 0,00

0,00 + 0,00

0,97 £ 0,07

3,0+0,1

0,80 £ 0,05

2,2+0,3

5,8+0,3

0,02 + 0,00

3,6+04

0,27 £ 0,03

4,8+1,0

7,4+0,7

58+0,8

6,8+0,1

7,2+0,4

7,4+0,6

40 - 10,9+ 0,7 ] ]

50 . 13,3+0,5 - -

60 - 140+ 1,7 - -

70 . 158+0,9 - -

Os resultados obtidos ressaltaram a necessidadandksar se os fendis seriam
identificados nos meios de cultura e se a dilug@stes compostos seria homogénea ou néo.
Deste modo, em uma proxima etapa, foi feita a dgficagédo dos fendis ndo somente nas
solucbes lavadas da superficie, mas também nasssag@riores e superiores dos meios,
fundindo ambas as partes separadamente.

Para impedir a gelificacdo do agar, uma aliquotdadesecdes foi imediatamente diluida
nos tubos onde ocorreu a reacao colorimétrica retpu@ela metodologia adotada. Como
forma de controle, foram analisadas também solugpksadas sobre os meios de cultura e

imediatamente lavadas da sua superficie. Para degiroao maximo as condicbes de
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armazenamento, estas foram mantidas pelo mesmmpeaie 24h em um mesmo ambiente
gue 0s meios expostos aos analitos durante todmpat de exposicao. As concentracdes dos
fendis aplicados diretamente nos meios de cultuant escolhidas, conforme ja mencionado,
em funcdo do valor do Eg estabelecido anteriormente em ensaio de toxicigeda a
espécie supracitada, abrangendo uma faixa ao wld,5 a 30 mM. Os experimentos
confirmaram a quantificacdo dos fendis nas paméziores e superiores dos meios nao

inoculados, indicando que, de fato, ocorre umaséibudos compostos pelo agar (Tabela 10).

Tabela 10.Concentracdo nominal dos fenois aplicada na sigpedo meio de cultura com
agar, a concentracdo determinada imediatamenteaappBcacdo (controle), na lavagem da
superficie e nas partes cortadas do agar (sugeiberior) apds 24 h da exposicio.

Concentracéo Controle Lavagem Agar superior Agar inferior
nominal (mM) 4-metdxifenol (mM)
20 20,3+1,8 1,4+0,1 179+3,1 19,3+1,7
30 293+24 2,4+0,2 28,2 +3,9 29,2+1,8
40 40,1+£5,2 7,1+0,9 36,3+3,0 399+21
4-clorofenol (mM)
6 6,1+0,1 0,2+0,0 6,4+0,9 6,0+0,7
12 11,9+1,9 1,7+0,1 13,2+1,1 128+1,2
24 239%2,0 53+0,6 26,4 +1,2 24,1+34
2,4,6-triclorofenol
0,5 0,5+0,1 0,0+£0,0 0,4+0,0 0,5+0,0
0,9 0,8+0,1 0,0+0,0 0,8+0,0 0,1+0,0
1,5 15+0,1 0,0+£0,0 1,6+0,1 1,6+0,1
Fenol
2 1,9+£0,2 0,0+0,0 2,1+£0,3 1,8+0,2
6,8+0,8 0,0+0,0 54+0,3 6,8+0,5
20 20,6 £1,3 1,2+0,1 209+29 19,8+ 2,6

& Experimentos realizados em triplicata (n = 3).

As médias de concentracdo incluindo ambas as ségopsrior e inferior, somando 6
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replicatas) mantiveram-se com desvios inferiored5& entre si, comprovando certa
distribuicdo homogénea dos fendis pelos meios. dggafica que a concentragdo nominal
adicionada sobre o micélio no bioensaio pode dimpar efeito de diluicdo, dependendo da
area e da permeabilidade do micélio. Para a es@eaigidilucens foi considerado aceitavel
que os valores de Egdos fendis (alguns dos quais mostrados na Tabedaj@n divididos
por 6, a fim de corrigir os efeitos dessa diluighis compostos, que durante o bioensaio
acabam entrando em contato direto com uma regigongos ndo ocupada pelo fungo, além
de também atingirem uma area sob o micélio ja debado.

A metodologia, entretanto, precisa ser aperfeicoads vez que apresenta limitacdes
principalmente quanto ao tratamento de amostrasioseecessario manipular diretamente os
meios de cultura para corta-los em secdes. Aditimrae, interferentes presentes na
composicao dos meios elevam o sinal do brancopapado a partir da aplicacdo de apenas
diluente. Além disso, esse topico ainda requer mapofundamento, sendo necessario
englobar mais contaminantes e também realizaresirdetacdo do teor de analitos absorvidos
pelos meios quando o micélio ja esta desenvolvidoesos mesmos, a fim de comparar com
a absorcao na auséncia de fungo. Cabe ressali@taaio, que tal estudo é ainda inédito para
0S compostos em questdo, ndo havendo na liteidddias cientificos publicados a respeito da
taxa de absorcgéo de tais fenois aos meios de aw@lidos a base de agar.

O método do azul da Prassia (Budini 1980) foi whstaom outros dois fendis, 4-
nitrofenol e 4-cianofenol, cujas toxicidades paraspécieG. viridilucenstambém foram
estudadas previamente pelo grupo. No entanto, @Gigesdo ocorreu e o produto final de
coloracdo azul ndo pbéde ser quantificado. Neste, aasnétodo de quantificagdo utilizado
consiste em uma reacao de oxirreducao entre gifareto de ferro e os fendis, produzindo o
ion ferrocianeto que, entdo, reage com cloretede {lll) em meio acido para formar como

produto final um composto de coloragcdo azul, denadv hexacianoferrato férrico —
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popularmente denominado azul da prussia (Esquen@2oi)o se trata de uma oxirreducgédo, a
reacdo depende da capacidade dos fendis de dtanslé do ferricianeto de potassio de
recebé-los (Graham 1992). Os grupos ciano e nigadds ao anel aromatico séo
considerados fortes sacadores de elétron, dimiouiaddensidade eletrdnica no anel
aromatico, de modo que a reagdo pode ter sidohitizeda devido a uma diferenca de

potencial insuficiente entre os produtos para \iidyia oxirreducéo.

Fenol ~ +  2Fe(CN)¢g* » Fenol oxidado  +  2Fe(CN)*
fon ferricianeto fon ferrocianeto
2Fe(CN)-  +  4Fe** > Fe,[Fe(CN)y)]
fon ferro (IIT) Azul da Prussia

(hexacianoferrato (III) de ferro)

Esquema 1. Reacdo de oxirreducdo envolvida no método do aeulprissia para
guantificacao de fenol e fendis substituidos. Fanéeluzido e adaptado de Graham (1992).

Os testes cujos resultados foram mostrados negé® $eram conduzidos enquanto se
aguardava o reparo de camaras climaticas, antestimiézacdo dos meios de cultura e
desenvolvimento do bioensaio com a espétigardneri Portanto, os mesmos nao foram
ainda repetidos nas condi¢fes de incubacdo do famgestudo. Entretanto, considerando as
propriedades dos compostos testados e as simdasdios solventes aquosos utilizados, € de
se esperar que uma diluicdo semelhante ocorrarnosgimentos com o fungo utilizado neste
trabalho. Adicionalmente, a diminuicdo no pH obadevtambém de modo homogéneo entre
as secoes inferiores e superiores dos meios dea@toutro fator que reforca a capacidade
de difusdo pelo agar neste caso.

Assim, considerando os resultados apresentaddasapebando-os para 0os metais e para a
espécieN. gardnerj os valores de Efgobtidos no presente trabalho também poderiam ser
divididos por 6, levando em conta a diluicdo ddacgies aplicadas sobre o micélio (500 pL)

em 3 mL de meios de cultura - este é o volume de o cultura adicionado em média a
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cada placa (Tabela 11). Todavia, seria ideal apdz#uos estudos nesta area e confirmar a
diluicdo supracitada por procedimentos e técnicaditacas mais precisas, a fim de sanar as
limitacbes do método espectrofotométrico e quaatifitambém os metais, além de
estabelecer o periodo requerido para a diluicda ttds solucbes pelos meios de cultura,

visando avaliar se o Egbbtido precisaria de ajustes adicionais em fungéiechpo.

Tabela 11.Valores de Eg para as espécidd. gardnerie G. viridilucensconsiderando a
diluicdo das solucdes pelos meios de cultura.

Composto ECs0—N. ga}[dneri ECs50—G. viri(_jlilucens
(mmolL™) (mmolL™)
Cd™? (1,3+ 0,08)x10° 0,4+ 0,02
Cu™ 0,09+ 0,02 0,95+ 0,03
fenol 0,28+ 0,05 0,97+ 0,05

4-nitrofenol 0,06+ 0,01 0,30+ 0,02
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foram obtidas informacdes nesse para conhecer o
comportamento do fungN. gardneriem diferentes cenarios. Os estudos preliminares pa
identificar a fonte da alta variabilidade na BLrenteplicatas permitiram uma compreensao
basica acerca de algumas das especificidades daiegpdo método de medicdo. Somente
apos essa etapa inicial de investigacdo, foi peksayjustar as condicdes de cultura;
estabelecer o melhor diluente para dissolucao gestas quimicos a serem testados e definir
o tempo de exposicdo do bioensaio. Por fim, asittedles de dois metais e dois fendis
puderam ser obtidas para a espécie, pelo calcsloedpectivos valores de ECutilizando a
BL inibida como parametro de medicdo dos efeitakts.

Os resultados apresentados demonstraram a vialalidia aplicacdo do bioensaio com o
fungoN. gardnerj que apresentou caracteristicas favoraveis pahngnte quanto a emissao
intensa de luz, crescimento rapido do micélio, comnamento estavel da BL em condi¢des
ajustadas e sensibilidade razoavel frente aos egyddxicos avaliadosNdo existem ainda
outros estudos publicados envolvendo ensaios tidxjioms para a espécie supracitada, de
modo que a metodologia desenvolvida neste traljadde contribuir com uma expanséo de
conhecimentos nesta area. Assim, considerando giena ainda é pouco estudado e a
abrangéncia das pesquisas neste campo de conhaxigém amplas, espera-se que 0s
procedimentos propostos no presente trabalho possantilizados também como base para
trabalhos futuros, visando o aperfeicoamento desies de toxicidade com a espécie em
guestdo. Desta forma, por exemplo, poderiam sastigados novos diluentes e nutrientes,
além de testadas as toxicidades de outros compmst@sostras de interesse.

No futuro, pretende-se avaliar novos parametroscésos a variagdo de BL pelo fungo
N. gardneridentro das condi¢bes ajustadas para o bioensajptéor de gases como, ®

CO, na atmosfera interna das placas de Petri e sisc&arao longo do tempo) e identificar
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técnicas/equipamentos de andalise mais adequadasapguantificacdo da luz emitida, que
permitam a medicdo homogénea de fétons em todpeafiie do miceélio.

Como etapa adicional de experimentos, foi paraletdaen demonstrado que os fendis
dissolvidos em solugcbes aquosas de Triton X-100dgémos de forma homogénea entre as
secoes inferior e superior de meios de culturaindoulados, preparados a base de agar e
dispostos em placas de 35 mm. Isso é um indicdgvgue, no tempo de exposicao de 24h, a
dispersdo de compostos pelos meios de cultura giodi@uir as concentracdes de agentes
toxicos aos quais os fungos sdo expostos. Esto eferia de 6 vezes na concentracéo
nominal, uma vez que o protocolo do bioensaiozatibO0 puL da solucdo contendo o agente
toxico para 3 mL de agar. A metodologia utilizagiaentanto, possui algumas limitacdes, tais
como a necessidade de solubilizar o agente téxice@ucao aquosa, com pH entre 5 e 6.
Por essa razdo, ha a necessidade de estudos m@fisndpdos, inclusive para incluir os

metais e demais compostos de interesse.
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APENDICE A — Valores de BL medidos nos lumindémetros de tube mitroplacas.*

Lumindmetro de Tubo

Luminémetro de Microplacas

Dia  pH Temp.  BLmediaX 10° RSD BL megiaX 10° RSD
(°C) (RLU) (%) (RLU) (%)

0 4T) 25 0,06 + 0,08 124,4 0,05 + 0,00 3,2

2 AT 25 0,30 + 0,32 105,7 0,05 + 0,01 23,4
3 AT 25 115+7,7 67,2 0,54 + 0,36 65,9
4  4T) 25 8,9+6,3 70,5 0,36 + 0,24 67,7
5 4AT) 25 8,5+ 8,9 105,6 0,29 + 0,24 81,6
6 4T) 25 2,1+4,1 195,7 0,11 +0,16 143,6
9 AT) 25 0,05 + 0,04 77,0 6,8 + 13,4 198,7
0o 4 25 0,17 £0,10 61,1 0,08 + 0,00 6,4
2 4 25 49+28 56,5 0,30 £ 0,16 54,5
3 4 25 25,0+ 17,9 71,8 0,80 + 0,74 93,2
4 4 25 15,0 + 14,9 98,9 0,64 + 0,82 128,6
5 4 25 9,7 +16,8 173,0 0,32 + 0,49 150,2
6 4 25 0,16 + 0,29 182,5 0,02 + 0,00 13,7
9 4 25 0,13 + 0,09 74,0 0,03 + 0,01 23,5
0 6 25 21,4+7,1 32,9 2,6+0,4 14,5
2 6 25 85,7 + 24,8 28,9 51+1,8 34,7
3 6 25 167 + 17,4 10,4 83%2,5 29,9
4 6 25 103,3 + 46,0 44,5 34+21 60,6
5 6 25 27,1+8,0 29,6 0,34 + 0,06 15,9
6 6 25 0,06 + 0,02 34,8 0,02 + 0,00 11,2
9 6 25 1,0+£2,5 237,4 0,16 + 0,35 222,1
0o 8 25 3,0£0,7 23,8 0,22 + 0,05 23,4
2 8 25 09+0,5 50,8 0,09 + 0,04 38,5
3 8 25 5,9 +6,7 112,7 0,38 + 0,52 134,8
4 8 25 43,7 +21,7 49,7 1,7+1,1 63,0
5 8 25 57,8 + 24,4 42,2 1,9+1,2 64,2
6 8 25 1,6 +3,6 223,3 0,03 + 0,02 44,9
9 8 25 0,53 £1,25 238,2 0,03 £ 0,01 33,0
0 4T) 32 0,12 + 0,04 39,9 0,06 + 0,00 4,3
2 4T) 32 15,7 + 30,3 192,9 0,94 +1,72 183,0

Continua
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Concluséo
3 4T 32 80,3+ 33,5 41,7 57+25 43,9
4 A1) 32 88,4 + 38,3 43,4 45+28 62,8
5 4T 32 39,6 £+14,4 36,5 1,3+0,8 60,1
6 4T 32 13,2+18,9 143,7 1,0£1,2 125,7
9 4 32 21,0+ 16,1 77,0 - -
0 4 32 95+27 29,0 0,74 £ 0,20 26,6
2 4 32 52,0 £ 26,7 51,4 32+18 56,7
3 4 32 Saturacgéo Saturagao 26,9+45 16,8
4 4 32 136,2+ 17,4 12,8 10,6 £1,5 14,0
5 4 32 125,8 +17,0 13,5 9,8+27 27,6
6 4 32 51,0+£52,6 103,2 4,7+ 3,6 77,1
9 4 32 58,5+31,4 53,6 6,4+2,6 40,3
0 6 32 10,2+1,3 12,6 0,15+0,01 6,2
2 6 32 176,3 +18,4 10,4 16,8 +4,3 25,5
3 6 32 133,1+24,2 18,2 52+1,4 27,6
4 6 32 22,2+21,0 94,5 1,1+0,7 63,3
5 6 32 12,4 +4,7 38,2 0,65+ 0,33 50,9
6 6 32 57+5,7 100,2 0,51 +0,36 69,6
9 6 32 11,1+19,8 178,6 0,78 +0,72 91,9
0 8 32 56+24 43,0 0,13 £ 0,02 18,6
2 8 32 44+18 41,4 0,25+0,14 58,3
3 8 32 85+4,3 50,9 0,30 £ 0,22 76,1
4 8 32 45,7 + 29,2 63,9 0,95+ 0,57 59,7
5 8 32 316+32,4 102,4 0,67 +£0,74 111,1
6 8 32 6,2+13,3 215,9 0,23+0,34 1479
9 8 32 4,7+6,4 136,9 0,30 +£0,38 127,7

4(T): meios de pH 4 tamponados

* Experimentos feitos com adicdo de 10 gotas da dgstilada (500 L) esterilizada sobre os
meios de cultura no momento da inoculagéo (n = 3).
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APENDICE B - Perfis de BL construidos com os valores do apénilit
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* As medidas foram feitas nos luminédmetros de t@hoe B) e de microplacas (C e D)
incubando o fungo sob 25°C (A e C) e 32°C (B e)neeios de pH 4 tamponadse) (ou 4

(®), 6 (A) e 8 () ndo tamponados (n = 3). Na Figura B, a curvaespwndente ao perfil de
BL no pH 4 ndo tamponado foi oculta devido a sgfiwado sinal do detector no ponto mais
alto do grafico. Na Figura C, foi omitido o dia 8 durva correspondente a incubacdo em pH
4 tamponado, porque o desvio padrdao estava altonto gle dificultar a visualizacdo dos
dados no gréfico.



135

APENDICE C - Valores de BL medidos no lumindmetro de micropaasilizando um
suporte individual de placas de 35 mm.*

Temperatura 25°C Temperatura 32°C
Dia pH  BlLmgdiax 10/(RLU)  RSD (%) BLmediax 10'(RLU)  RSD (%)
0 4T 0,53 + 0,08 14,5 0,73 £0,22 30,2
2 4(T) 11,2 +1,2 11,0 212+ 79 37,4
3 4(T) 48,7 +6,2 12, 8 451 + 88 19,6
4 AT 37,9+4,2 11,0 116 + 29 25,3
5  4(T) 0,64 + 0,04 6,1 6,4+43 67,1
6  4(T) 1,8+0,3 29,1 6,9+7,6 110,8
9 4(T) 11,6 £11,1 96,3 21,2+17,0 80,2
0 4 1,2+0,3 26,4 0,28 + 0,09 31,0
2 4 9,3+2,4 25,4 169 + 45 26,4
3 4 34,4+11,8 34,4 539 + 61 11,3
4 4 36,4 +3,7 10,2 42,5+12,1 28,4
5 4 18,2 £ 10,0 55,3 3,7+3,1 84,7
6 4 1,8+1,1 59,4 6,6 +5,2 78,0
9 4 57+1,6 28,6 23,0 £10,7 46,6
0 6 0,49 + 0,07 14,1 92+1,1 11,7
2 6 438+7,9 18,0 92,8 + 26,0 28,0
3 6 18,5+5,2 28,2 234 + 38 16,3
4 6 56,3 + 16,4 29,2 18,5 + 10,2 55,2
5 6 0,27 £ 0,08 29,2 1,8+2,4 130,5
6 6 0,89 + 0,15 17,2 48 +4,3 90,4
9 6 3,8+3.2 85,4 42+29 69,9
0 8 5,0+0,9 18,5 2,2+0,7 32,9
2 8 0,85 + 0,08 9,1 7,7+3/4 43,2
3 8 2,0+0,6 29,7 50,5 + 15,4 30,4
4 8 52+3,6 68,4 37,3+14,7 39,5
5 8 0,39 £0,10 27,2 20,0 £ 29,8 148,4
6 8 0,70 £ 0,07 9,6 74 +87 119,9
9 8 0,62 + 0,09 14,1 28+27 99,0

4(T): meios de pH 4 tamponados

* (n=3)
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APENDICE D - Perfis de BL construidos com os valores do apér@ite
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* Graficos obtidos na medicao individual do micéhodulado em placas de 35 mm a 25°C
(A) e 32°C (B), em pH 4 tamponads) Ou 4 @), 6 (A) e 8 (k) ndo tamponados (n=3).
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APENDICE E — Valores de BL medidos no lumindémetro de microplagtiszando um
suporte individual de placas de 60 mm.*

Placas de plastico Placas de vidro

Dia pH  BlLmgdiax 10/(RLU)  RSD (%) BLmediax 10'(RLU)  RSD (%)
0 4 1,3+5,6 41,1 - -

2 4 53+6,3 11,9 - -

3 4 19,4 + 8,4 43,5 - -

4 4 16,7 £5,5 32,8 - -

5 4 358+7,3 20,4 - ]

6 4 106 + 42 39,9 - ]

9 4 65,1 + 74,9 115,2 : -

0 6 0,70 £ 0,37 53,0 2,0+0,2 11,7
2 6 27,5+3,2 11,6 43,8+8,8 20,1
3 6 17,6 £1,3 7,2 42,9+9,9 23,0
4 6 137 + 23 16,4 207 + 44 21,3
5 6 144 + 99 68,8 184 + 22 12,1
6 6 22+1,6 75,5 38,3+ 15,5 40,5
9 6 1,6 +0,6 37,6 0,9+0,1 11,7
0 8 79+1,8 23,2 - -

2 8 1,4+0,2 16,5 - -

3 8 1,5+0,3 18,7 - -

4 8 72+41 57,2 - -

5 8 8,6 +5,1 59,5 - -

6 8 1,5+0,6 42,7 - -

9 8 0,81 £0,10 12,2 . -

* Em todos os casos, o fungo foi incubao sob 25fCveios de pH 4, 6 e 8 ndo tamponados
(n=3).
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APENDICE F — Perfis de BL construidos com os valores do apérifl*
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* Graficos obtidos na medicao individual do micéhoubado a 25°C em placas de plastico
com meios de pH 4, 6 (#) e 8 (*) ndo tamponados e em placas de vidro com meipside
6 (A) (n=3).
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APENDICE G - Valores de BL do fungdl. gardnericultivado em placas de petri de 35mm,
variando as condi¢des de temperatura e pH.*

25°C 30°C 35°C
bia pn  BL*SD RSD BL:tSD RSD BL+SD RSD
(x10°) (%) (x10°) (%) (x10°) (%)
0 4 1,2+0,2 184  022+001 42 023+001 62
1 4 012+0,01 70 014001 67 019:+000 20
2 4 3,1£0,3 9,6 46+1,0 217 020+001 39
3 4 26,9+1,7 63  21,3+160 753 026+0,00 1,7
4 4 23,3%3,7 15,9 2,9+0,1 44 022+0,00 22
6 4 53+0,7 12,6  11,6+20 168 0,18+0,03 615,
7 4 2,8+0,5 18,8  11,8+57 483 0,22+0,05 233
8 4 54+ 1,0 18,0  115+16 144 027+0,11 419
9 4 58+1,6 27,7 8,5+0,7 85 0,19+0,06 333
10 4 9,0 £2,3 25,2 73+1,1 145 0,36+0,36 201,
11 4 13,8+ 3,4 244  56%02 45 076+128 867,
13 4 26,4+ 4,6 17,3 3,4£0,9 26,3 - :
0O 6  066+005 7,5 1,2+0,1 84 094+018 19,2
1 6  030£0,02 70 033005 143 023+0,00 6 1,
2 6 1,1+0,1 9,3 18,9+ 1,5 81 034+006 16,2
3 6 11,6 0,8 6,9 24,1%15 61 049+007 14,6
4 6 17,1+2,2 130  522%77 14,8 039:0,06 814
6 6  584+107 183 107 +8 78 028+006 21,1
7 6 72,3%8,1 11,2 182 + 17 93 025+0,03 115
8 6 148 + 14 9,7 234 + 17 72  023+003 11,7
9 6 153 + 4 2,8 275 + 33 12,1 0,18+0,01 7,4
10 6 209 + 17 8,0 296 + 35 11,9 019£001 27
11 6 194 + 32 16,5 350 + 32 92 014+000 15
13 6 190 + 26 13,8 526 + 60 11,3 . :
0O 8 022%001 49  026+001 32 029+001 34
1 8  019+0,02 96  020+001 60 024002 73
2 8 011+0,01 87  019+001 42 025001 45
3 8 0132001 72  047+007 14,9 031+001 ,8 3
4 8 0132001 52  043+002 46 025:001 26

Continua.
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Concluséo.

6 8 0,61+0,14 23,0 3,0+0,8 27,4 0,17+0,00 40,2

7 8 2,0+0,3 15,8 8,4+0,7 81 0,20+0,00 1,1

8 8 8,2+1,0 12,4 31,0+6,2 19,9 0,21+0,00 0,28
9 8 148+1,4 9,2 63,5+6,4 10,2 0,17 +0,00 2,9

10 8 30,8+6,8 22,1 130+ 10 7,8 0,19 £ 0,00 2,3

11 8 353+3,6 10,3 207 £ 14 70 0,14+0,01 4,8

13 8 74,2 +9,9 13,3 330+ 30 9,2 - -

“(n=4)



141

APENDICE H — Valores de BL do fungdN. gardnericultivado em placas de petri de 35
mm, variando as concentragdes de extrato de lexedomelaco.*

Temperatura 25°C Temperatura 30°C
ba M L BL + SD RSD BL + SD RSD
(%) (%) (x10°) (%) (x10°) (%)
0 0,2 0,1 0,36 £ 0,08 23,4 0,41 +0,04 10,2
1 0,2 0,1 0,34 + 0,06 16,7 0,31 +0,04 14,0
2 0,2 0,1 0,67 £ 0,20 29,5 2,8+2,0 70,8
3 0,2 0,1 2,0+£0,3 13,7 4.4 +17 39,3
6 0,2 0,1 164+£2,1 12,6 12,0+£2,0 17,0
7 0,2 0,1 36,6 +59 16,2 13,8+ 2,6 18,9
8 0,2 0,1 56,0+£5,4 9,7 159+2,8 17,7
9 0,2 0,1 39,8+2,0 51 15,3+2,6 17,0
10 0,2 0,1 446 £ 4,6 10,2 16,0 £ 3,6 22,6
11 0,2 0,1 45,6 £ 4,5 9,8 13,6 £4,6 34,3
13 0,2 0,1 36,8 + 3,2 8,6 7,9+49 62,1
0 1,0 0,1 0,54 +0,13 23,5 0,58 + 0,06 10,2
1 1,0 0,1 0,32 +0,05 15,7 0,24 + 0,02 6,6
2 1,0 0,1 0,80 + 0,24 29,7 53+0,5 9,2
3 1,0 0,1 13,2+0,8 6,4 33,329 8,8
6 1,0 0,1 729+7,4 10,2 71,4 +13,2 18,4
7 1,0 0,1 103 £ 15 14,5 143 £ 27 18,7
8 1,0 0,1 170+ 14 8,4 158+ 14 8,7
9 1,0 0,1 174 + 16 9,1 183+ 19 10,2
10 1,0 0,1 197 + 11 5,6 242 + 22 9,2
11 1,0 0,1 186 + 28 15,3 271 £ 27 10,1
13 1,0 0,1 214 + 36 17,0 407 £ 54 13,3
0 5,0 0,1 0,49+ 0,04 8,2 0,73 +0,06 7,6
1 5,0 0,1 0,32 £ 0,02 5,8 0,20 + 0,00 2,0
2 5,0 0,1 0,53+ 0,06 12,2 0,28 + 0,03 12,2
3 5,0 0,1 56+0,3 53 14915 10,2
6 5,0 0,1 151 + 32 20,9 86,6 +4,7 55
7 5,0 0,1 172 + 13 7,7 153 + 63 41,5
8 5,0 0,1 360 + 66 18,3 248 + 98 39,4

Continua.
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Concluséo.
9 5,0 0,1 499 + 65 13,0 376 £ 141 37,6
10 5,0 0,1 1336 + 166 12,4 503 + 229 45,4
11 5,0 0,1 1204 + 148 12,3 627 £ 317 50,7
13 5,0 0,1 1807 + 251 13,9 605 £ 85 14,0
0 1,0 0,02 3,3+0,7 22,5 0,49 £ 0,04 8,4
1 1,0 0,02 0,78 £ 0,09 11,5 0,21 £ 0,00 1,7
2 1,0 0,02 1,4+0,2 13,3 15,4+ 3,6 23,6
3 1,0 0,02 17,424 13,6 57,2+6,2 10,8
6 1,0 0,02 134 £ 17 12,9 215+ 20 9,5
7 1,0 0,02 168 + 30 17,8 243 + 32 13,1
8 1,0 0,02 158 £ 15 9,5 210+ 17 8,3
9 1,0 0,02 172 £ 24 14,1 191 +£11 5,7
10 1,0 0,02 122 +17 14,0 187 +6 3,3
11 1,0 0,02 110+ 14 13,1 204 £ 16 7,9
13 1,0 0,02 109 + 15 13,8 216 + 17 7,7
0 1,0 0,5 0,19+0,01 7,6 1,8+0,3 19,0
1 1,0 0,5 0,23 £ 0,02 6,5 0,26 + 0,03 12,3
2 1,0 0,5 0,29 £ 0,04 13,4 23+04 15,7
3 1,0 0,5 14,7+1,0 7,0 48,2+ 7,2 14,9
6 1,0 0,5 101 £ 15 15,1 182 + 16 8,6
7 1,0 0,5 142 £ 16 11,3 216 £ 10 4,7
8 1,0 0,5 165+8 51 218 + 30 13,8
9 1,0 0,5 205 + 17 8,4 185 + 46 24,7
10 1,0 0,5 135+18 13,0 189+ 14 7,5
11 1,0 0,5 915+£8,2 8,9 164 £51 30,9
13 1,0 0,5 84,7+7,0 8,2 226 £ 73 32,5

Legenda -M: concentracao de melago (%); L: concentraca@dedura (%).

“(n=4)
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APENDICE | — Valores de BL do funghl. gardneriem placas fechadas e ap6s exposicéo ao ar e aestds testados no desenvolvimento do
bioensaio.*

Triton X-100 MES 50 mM + MES 50 mM +

[0)
Placas fechadas Ar DMSO0 0,1% 0.05% Triton X-100 0,05%  Triton X-100 0,01%

T
(h)

BL+SD RSD BL+SD RSD BL+SD RSD BL+SD RSD BL+SD RSD BL+SD RSD
(x10°) (%) (x10°) (%) (x10°) (%) (x10°) (%) (x10°) (%) (x10°) (%)

0 2477+3,4 13,7 129+0,8 6,2 8,4+0,7 8,2 19163 13,2 12,1 +0,6 4,9 129+14 10,9

05 24524 9,8 126+2,0 158 40+04 10,2 ,4 130,2 5,3 48+0,1 2,6 14,8+1,8 11,8

251+20 7,9 124+2,0 16,2 4,0+0,6 16,4 2083 11,5 4,3+0,2 5,9 179+19 10,8

241+21 8,7 136+15 111 51+0,8 16,4 13062 6,5 49+0,1 2,3 16,3+1,3 8,3

24,1 +4,2 17,3 135+14 10,0 51+0,4 8,0 P4 9,0 6,3+0,7 10,6 11,4+0,9 7,6

1
2
4 253+4,1 16,3 148+1,1 7,5 6,2+1,2 19,9 2404 8,3 7,3+0,6 8,0 156 +1,2 8,0
6
8

23,8+ 3,0 12,8 12,1+1,8 14,9 55+0,7 13,0 3#0,6 13,9 51+0,3 6,0 112+1,1 9,4

24 27,2+x4]1 15,0 178+2,8 154 4,1+0,6 14,7 ,0451,0 19,0 4,1 +0,6 14,0 13,2+1,5 11,6

T: tempo de exposi¢cao

*n =9 para as placas fechadas ou expostas ao=aBegara as demais
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APENDICE J — Valores de BL do fungdl. gardneriapds exposicdo a uma solucéo de cobre 50mrhelde fenol 10mmol L*

(-rl;) Diluente Cu*?50 mmolL™ Fenol 10mmolL*

BL + SD RSD BL + SD RSD BL inibiga = SD BL + SD BL inibiga = SD RSD

(x10°) (%) (x10%) (%) (%) (x10°) (%) (%)

0 129+14 10,9 9,7+0,8 8,7 24922 3,320 74,2 +5,5 7,4
0,5 148+1,8 11,8 4,0+0,3 8,0 72,6 £5,8 0,79 80,0 94,7+£3,1 3,2
1 179+1,9 10,8 45+0,45 10,2 75,0+7,6 0,4509 97,5+18/4 18,8
2 16,3x14 8,3 41+0,4 9,4 748+7,0 0,23@20, 98,6 +7,4 7,5
4 156+1,2 8,0 46+0,1 2,2 704+15 0,140, 99,1+4,7 4,7
6 11,4+0,9 7,6 3,5+0,2 6,9 69,1+4,8 0,110, 99,1 +10,0 10,1
8 112+x1,1 9,4 - - - 0,10+£0,01 99,2+5,6 5,6
24 13,2+1,5 11,6 0,02 + 0,00 7,6 99,8+7,6 & 0300 99,8 +5,2 5,2

* Foram inclusos na tabela os respectivos valoeesemtuais da BL inibida (n=3).
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APENDICE K - Valores de BL e de Bhpiga do fungoN. gardneriapés exposicdo de 24 h
aos agentes toxicos na aplicacdo bioensaio.*

Fenol
Concentri(;éo BL nibida £ SD RSD (%)
(mmolL™) (%)
0,01 0,03 £ 0,00 8,2
0,2 11,7+14 11,5
0,5 23,8+2,8 11,9
1,0 41,1+6,2 15,1
2,0 54,1 £5,3 9,8
3,0 67,6 £1,8 2,6
4,0 82,1+25 3,0
6,0 92,3+0,4 0,49
8,0 95,3+0,6 0,65
10,0 98,3+0,2 0,22
4-nitrofenol
5 L
C?;ﬁg:[?f;ao BL.n.E.;?)_ SD RSD (%)
0,01 0,01 £ 0,00 3,0
0,02 0,08 £ 0,01 10,5
0,05 10,8 +£0,8 7,1
0,1 15,0+£15 9,9
0,2 26,8 £ 3,5 12,9
0,5 68,9+1,3 1,9
5,0 99,8 +£0,0 0,01
10 100,2 +£2,2 2,2
Cu+2
5 L
C?;ﬁg:[?f;ao BL.n.E.;?)_ SD RSD (%)
0,01 0,02 £ 0,00 10,5
0,1 10,6 £ 1,5 14,1
0,5 55,3+0,8 14
1,0 67,2+2/4 3,5
2,0 76,3+0,9 1,1

Continua.
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Conclusao.
10,0 95,6 + 0,2 0,2
15 98,8 +0,4 0,4
25 99,1+0,2 0,2
Cd+2
3 L
C(():]c;‘relzglt[ig;ao BLmlt():;?)_ SD RSD (%)
1.10° 2,6+0,3 10,5
2.10° 15,3+ 1,0 6,7
5.10° 35,0+5,6 16,0
0,01 60,1+ 4,1 6,9
0,02 78,0+ 0,7 0,9
0,03 90,2+1,4 1,6
0,04 92,5+0,7 0,74
0,05 92,4+2,8 3,0
0,2 99,6 + 0,4 0,35
0,5 99,4 +0,4 0,38

*(n=3)
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