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RESUMO

Ventura, F.F. Efeitos das condi¢bes de cultivo e desenvolvimento de um bioensaio de
toxicidade com o fungo bioluminescente Neonothopanus gardneri. 2015. 146 p.
Dissertacdo — Programa de P6s-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade

de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Os fungos sdo decompositores primarios e, portanto, ocupam uma posi¢ao estratégica na
base da cadeia alimentar em diversos ecossistemas, incluindo os terrestres. Por tais
caracteristicas, estes organismos sdo de especial interesse na aplicagdo em bioensaios de
toxicidade. As metodologias com espécies bioluminescentes sdo geralmente praticas,
economicamente viaveis e de facil aplicacdo. Ainda assim, os fungos naturalmente
bioluminescentes sdo ainda pouco estudados para este propdésito, em compara¢do com 0s
organismos aquaticos, como as bactérias. Neste cenario, o presente trabalho apresenta 0s
efeitos de diferentes condi¢cdes de cultivo sobre o perfil de bioluminescéncia do fungo
Neonothopanus gardneri, buscando o desenvolvimento de um bioensaio de toxicidade
utilizando esta espécie.

Estudos preliminares foram destinados a reducdo da variacdo experimental, a
identificacdo de algumas das caracteristicas intrinsecas do organismo em cultura e, ainda, a
defini¢do de procedimentos de anélise e de inoculagdo do micélio. Em seguida, a emissdo de
luz foi monitorada variando as temperaturas de incubacédo, o pH dos meios de cultura e as
concentragOes das fontes de carbono e de nitrogénio, adotadas como nutrientes. Identificou-se
que a incubacgéo a 30°C em meios com 2% de agar, 1% de melago de cana de agucar, 0,02%
de extrato de levedura e pH 6 resultou em um perfil de bioluminescéncia mais adequado ao
propdsito de interesse, apesar de nédo ter resultado na maior emisséo de luz possivel.

Nestas condicbes de cultivo, foi possivel desenvolver um bioensaio de toxicidade. Para



isso, foi necessario avaliar o comportamento da luz emitida pelo micélio em contato tanto
com ar atmosférico quanto com alguns potenciais diluentes, estabelecendo-se também o
tempo de exposicdo necessario para uma resposta maxima do fungo N. gardneri em contato
com solucdes de Cu*? (50 mM) e fenol (10 mM). Neste caso, uma solugdo aquosa de Triton
X-100 na concentracdo de 0,01% (m:v) tamponada com acido 2-(N-morfolino)etano sulfénico
(MES, 50 mM, pH 5,7) foi adotada para diluir os agentes toxicos, aos quais o micélio foi
exposto durante 24 horas.

Posteriormente, a metodologia foi aplicada para testar a toxicidade de dois metais e dois
fendis (Cu*?, Cd*™, fenol e 4-nitrofenol), obtendo-se respectivos valores de ECsg
(concentracdo mediana efetiva) iguais a (0,53 + 0,09) mM; (8,0 + 0,5).10° mM; (1,7 + 0,3)
mM e (0,34 = 0,04) mM. Entretanto, em experimentos paralelos, a quantificacdo
espectrofotométrica de fendis nos meios de cultura indicou que os mesmos sdo difundidos
homogeneamente pelo &gar. Neste caso, os valores de ECsy seriam divididos por 6, para
considerar a diluicdo dos compostos pelos meios.

O bioensaio com a espécie N. gardneri possui vantagens, principalmente em relacdo ao
comportamento reprodutivel da emissdo de luz, a alta intensidade da bioluminescéncia, ao
crescimento rapido do micélio e a sensibilidade aos agentes toxicos testados. Considerando
tais caracteristicas, a metodologia desenvolvida representa um procedimento vidvel em
bioensaios de toxicidade. Assim, a mesma pode ser aperfeicoada em trabalhos futuros e
aplicada em complemento com outros métodos ja desenvolvidos para outros organismos

terrestres ou aquaticos.

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



ABSTRACT
Ventura, F.F. Effects of culture conditions and development of a toxicity bioassay with
the bioluminescent fungi Neonothopanus gardneri. 2015. 146 p. Masters thesis - Graduate

Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo.

Fungi are primary decomposers, thus occupying a strategic position at the base of the
food chain in many ecosystems, including terrestrial ones. Due to such characteristics, these
organisms are of special interest to toxicity bioassays. Bioluminescent-based methods are
usually practical, economically viable and easy to perform. Nevertheless, naturally
bioluminscent fungi are still poorly studied in this respect, compared to aquatic organisms like
bacteria. In the above mentioned scenario, this work presents the effects of different culture
conditions on the bioluminescence profile of the fungus Neonothopanus gardneri, aiming at
the development of a toxicity bioassay using this species.

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

Under these culturing conditions, it was possible to develop a toxicity bioassay. To this
end, it was necessary to assess the behavior of light emission from the mycelium in contact
with both atmospheric air and some potential diluents, also establishing the exposure time

required for a maximum response of N. gardneri in contact with Cu*? (50 mM) and phenol



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

Thereafter, the methodology was applied to test the toxicity of two metals and two
phenols (Cu*?, Cd*? phenol and 4-nitrophenol), obtaining respective ECso values (median
effective concentration) equal to (0,53 + 0,09) mM; (8,0 + 0,5).10° mM; (1,7 + 0,3) mM e
(0,34 + 0,04) mM. Meanwhile, in parallel experiments, the spectrophotometric quantification
of phenols in culture media indicated that they are evenly diffused through agar. In this case,
the ECs values would be divided by 6, in order to consider the dilution of compounds by the
media.

The toxicity bioassay with N. gardneri species has advantages, manly in relation to the
reproducible behavior of light emission, high intensity of bioluminescence, rapid growth of
mycelium and sensitivity to the tested toxic agents. Considering these characteristics, the
developed methodology represents a viable procedure for a toxicological bioassay.
Accordingly, it can be improved in future work and performed in addition to other methods

already developed for other terrestrial or aquatic organisms.

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

Os fungos constituem um grupo amplo e diversificado de organismos eucariontes,
aclorofilados e pluricelulares - com algumas excecdes de espécies unicelulares, como é o caso
das leveduras. Uma vez que ndo sdo capazes de produzir o proprio alimento, 0s nutrientes
necessarios para seu crescimento e sobrevivéncia sdo tipicamente obtidos por meio da
decomposicdo de matéria organica morta (espécies saprotroficas), pela acdo parasitaria
(espécies patdgenas ou parasitas) ou como decorréncia de relacdes simbidticas com plantas e
animais. A absorcdo desses nutrientes ocorre através das membranas e paredes celulares dos
fungos, sendo estas formadas principalmente por quitina (e/ou, mais raramente, celulose) em
combinacdo com uma grande diversidade de compostos organicos complexos — entre eles,
outros polissacarideos, lipidios e proteinas (Sharma 2006, Gupta 2004, Carris et al. 2012).

O habitat destes organismos € amplamente diversificado e varia de acordo com a
especificidade das espécies, que em alguns casos podem se desenvolver até em ambientes
aparentemente desfavoraveis para a sua sobrevivéncia, como rochas (Gadd 2007, Gupta
2004). Ainda assim, os fungos crescem preferencialmente em solos, onde ha, naturalmente,
maior quantidade de matéria organica, em ambientes escuros e Umidos, sob temperaturas
6timas variando de 22°C a 27°C e meios com pH entre 5 e 6,5 (Sharma 2006).

Excetuando-se algumas espécies mais primitivas e outras unicelulares, a maior parte dos
fungos - incluindo a espécie de interesse neste trabalho - possui morfologia filamentosa,
desenvolvendo-se a partir das hifas: filamentos longos e ramificados, de estrutura tubular
(cilindrica). O conjunto de hifas forma o micélio, que além de ser o responsavel pela fixacao
em substratos e auxiliar na alimentacdo, contém esporos para reproducdo (Walker & White
2005).

Sob as condi¢bes ambientais adequadas, tendo em vista a disponibilidade de nutrientes e



14

de acordo com as caracteristicas da espécie, os corpos de frutificacdo (cogumelos) originam-
se da reproducdo sexuada, que envolve, de forma geral, a fusdo de células haploides
sexualmente compativeis e posterior meiose (Griffin 1994, Ferreira 2005). No caso mais
especifico dos fungos basidiomicetos, grupo no qual estdo inseridos todos os fungos
bioluminescentes, ha a formacdo de basididsporos (esporos sexuados) no interior das
estruturas reprodutivas dos cogumelos (basidios). Ao germinarem, os basidsporos resultam
em novas hifas hapldéides que, ciclicamente, podem reproduzir-se assexuadamente para
formacdo de mais hifas — principalmente por fragmentacédo e esporulacdo - ou sexuadamente,
originando novos corpos de frutificacdo (Griffin 1994, Ferreira 2005). Estes, por sua vez, tém
como principais estruturas o pileo, a estipe e as lamelas, onde ficam localizados os basidios

(Figura 1).

Figura 1: Principais estruturas que constituem os fungos. A: hifa, B: micélio, C: lamelas, D:
pileo, E: estipe, F: esporos assexuais (no exemplo, conidios), G: basidios (estruturas azul-
esverdeadas) produzindo basidiosporos (representados na cor vinho). Fontes: Keisotyo (2008,
Fig. A), Kellner (2012, Fig. B), Bulynkova (2010, Fig C-E), Boutet (2002, Fig. F), Houseman
& Ford (2014, Fig G).
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Apesar dos prejuizos causados pelas espécies parasitas e pela decomposicdo de alimentos
e outros materiais de valor econémico ou histérico, os fungos séo essenciais no ecossistema
em que estdo inseridos e nas atividades humanas, sendo largamente utilizados na fabricacédo
de diversos produtos de uso comum — entre eles, bebidas alcoolicas, medicamentos, vitaminas
e alimentos (Gadd 1993, Stevani et al. 2013). A capacidade de degradar matéria organica
morta e promover a reciclagem de residuos lignoceluldsicos faz com que esses organismos
sejam uns dos principais responsaveis pela ciclagem de nutrientes, disponibilizando-os em
formas que podem ser absorvidas hovamente por niveis tréficos superiores e auxiliando, desta
forma, na manutencéo da cadeia alimentar (Gadd 1993).

Em algumas espécies de fungos, enzimas extracelulares sdo produzidas para promover a
degradacéo de lignina — composto polimérico que confere maior rigidez as paredes celulares
em plantas, sendo formado por unidades monoméricas dos alcoois cumarilico; coniferilico e
sinapilico (Evans & Hedger 2001). A lignina esta associada a celulose e a hemicelulose,
formando a lignocelulose, que constitui um material estrutural nas plantas. No entanto,
diferentemente destes Gltimos dois compostos, que podem ser degradados por acao enzimatica
sobre ligacdes quimicas especificas, a lignina requer enzimas com atuacdo mais promiscua,
sobre varios tipos de ligacdo quimica. Neste caso, as enzimas necessarias para viabilizar tais
processos sdo produzidas pelos fungos de podriddo branca, compreendendo os basidiomicetos
lignoliticos, que sdo de maior interesse no presente trabalho, uma vez que, como ja
mencionado anteriormente, todas as espécies bioluminescentes de fungos pertencem a esse
grupo (Hatakka 2005, Desjardin et al. 2008, Stevani et al. 2013).

As principais enzimas envolvidas na degradacdo da lignina e produzidas pelos
basidiomicetos sdo as lacases, lignina peroxidase e manganés peroxidase. As primeiras sao
cobre-dependentes, e tém como funcdo catalisar a oxidacdo de compostos fenolicos da

lignina, gerando radicais fenoxila que, ao passarem por posteriores transformag6es quimicas,
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resultam na decomposicdo do material. Quando na presenca de mediadores, estas enzimas sao
capazes de promover também a degradacdo de compostos nao fenolicos (Esquema 1). Em
ambos 0s casos, a enzima retorna a sua forma nativa utilizando o oxigénio molecular como
agente oxidante, sendo este transformado em agua apos reducdo (Bugg et al. 2011, Hatakka

2005, Dashtban et al. 2010).

I Substrato Lacase nativa 0,
oxidado (oxidada, com 4Cu?")
(4R + 4H")
Substrato Lacase reduzida H,0
(4RH) (com 4Cu’)
11
Substrato Mediador oxidado Lacase nativa 0,
oxidado (oxidada, com 4Cu?")
(4R + 4H")
Substrato Mediador reduzido Lacase reduzida H,O

(4RH) (com 4Cu™)

Esquema 1. Atividade da enzima lacase na decomposicao de substratos fendlicos (I) e ndo
fenolicos (11). Fontes: Wong (2009) e Correia et al. (2011).

A lignina peroxidase e a manganés peroxidase, por outro lado, sdo glicoproteinas que
contém em sua estrutura grupos heme e utilizam peréxido de hidrogénio como agente
oxidante. Assim, o grupo heme da enzima lignina peroxidase reage com H,0,, produzindo um
composto | intermediario com deficiéncia de dois elétrons. Para voltar a sua estrutura inicial,
a enzima promove a oxidacdo de compostos fendlicos ou ndo fendlicos da lignina, além de

reagir também com outros substratos mediadores, como o alcool veratrilico (AV) produzido

pelos proprios fungos como metabdlito secundario (Esquema 2). Os cétion-radicais AV*"

formados neste processo auxiliam na decomposic¢do da lignina, reagindo com substratos néo

oxidados diretamente pela enzima. Adicionalmente, tal metabdlito pode atuar também na
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protecdo da lignina peroxidase, impedindo que a mesma se mantenha inativa devido a

oxidacdo do composto intermediario 1l em excesso de H,O,. Deste modo, o AV seria 0

responsavel por retornar a enzima a forma nativa (Bugg et al. 2011, Hatakka 2005, Dashtban

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

N

Enzima nativa
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Esquema 2. Atividade da enzima lignina peroxidase. Fonte: adaptado de Cameron (2000).

O grupo heme da enzima manganés peroxidase também é oxidado na presenca de H,O5,

formando um composto | intermediario que é posteriormente reduzido em duas etapas pelo

Mn*2, até que a enzima retorne & sua forma nativa. Os cations Mn*® resultantes deste

processo, por sua vez, sdo responsaveis por promover a oxidacdo de substratos fenolicos na

lignina, gerando radicais fenoxila (Esquema 3). Quando na presenca de mediadores que

reagem alternativamente com o Mn*® para originar outros radicais, pode ocorrer também a

degradacdo de compostos nédo fendlicos. Ja nos casos em que a enzima € inativada devido ao
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excesso de H,0, o cation Mn** novamente apresenta uma funcdo importante, sendo o

principal responsavel por proteger e reestabelecer a forma nativa da enzima (Bugg et al. 2011,

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

Enzima nativa

Composto |

[R-OOH] [R-OH]
[ 1 H,0, H,O B o 1t
N N N N
Fe(III)( \ _/ - \Fe|(|IV)/
N N N N

M113 + Mn2+

RH Mn?"_ - wMn?

R*+H"

Composto II

Esquema 3. Atividade da enzima manganés peroxidase. Fonte: adaptado de Cameron (2000).

Além da degradacdo de lignina e demais materiais organicos para ciclagem de nutrientes,
outro fator de relevancia ecolégica é a simbiose, onde a associacdo dos fungos com
organismos vivos permite tanto a obtencdo de nutrientes quanto a disponibilizacdo de
substancias indispensaveis ao crescimento e sobrevivéncia entre as espécies que participam
dessa relacdo mutualistica. As micorrizas sdo exemplos bem conhecidos de associacfes
simbiontes entre raizes de plantas e fungos, incluindo diversos basidiomicetos. Estima-se que
cerca de 80% das espécies de plantas possuam algum tipo de relagdo simbionte com fungos

(Gadd 2007), sendo as endomicorrizas e as ectomicorrizas duas das categorias mais comuns.
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A primeira refere-se aos casos em que ha desenvolvimento do micélio no interior das raizes,
de modo que as hifas ficam ndo apenas ao redor, mas também no interior das células de
estruturas primarias — mais especificamente, cortex e epitélio. As ectomicorrizas, por outro
lado, correspondem a colonizacdo apenas ao redor das raizes e entre as células corticais,
formando o que é chamado de rede de Hartig para auxiliar na transferéncia de nutrientes e
agua (Gadd et al. 2007, Gadd 2007). A relevancia ecoldgica das micorrizas € atribuida
principalmente ao fornecimento de fontes de carbono aos fungos - em geral, aclcares na
forma de hexoxes e vitaminas. Estes, por sua vez, favorecem a manutencdo de umidade para
absorcdo de agua pela raiz e disponibilizam ou translocam elementos essenciais como
enxofre, nitrogénio e fosforo, desempenhando um papel fundamental, em especial, quando ha
falta de nutrientes no solo; quando estes predominam em formas insolUveis e também quando
possuem baixa mobilidade (Carlile et al. 2001).

Dada a sua capacidade de desenvolver mecanismos de defesa e/ou adaptacdo a poluentes
toxicos, os fungos tém sido estudados também quanto a viabilidade de promoverem a
recuperacdo de ambientes contaminados, retirando do solo alguns agentes toxicos para plantas
e animais ou transformando-os em compostos menos nocivos (Meharg 2003, Bishnoi &
Garima 2005, Bending et al. 2002, Gaur & Adholeya 2004). Os basidiomicetos, neste caso,
sdo comumente adotados em estudos nessa area, uma vez que a agdo enzimatica que promove
a degradacdo da lignina é inespecifica, atuando também sobre alguns poluentes organicos,
como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; compostos organicos clorados, pesticidas,
aromaticos nitrogenados e bifenilas policloradas (Gadd 2007, Harvey & Thurston 2001).

Os basidiomicetos tém, ainda, mecanismos para transformar metais em formas mais
inertes com menor toxicidade, por exemplo, por biossorgdo; bioacumulacdo intracelular e
producdo de compostos extracelulares para complexar ou precipitar 0s metais ou de enzimas

para alterar a especiacdo dos mesmos (Gadd 2007, Meharg 2003). De forma complementar,
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com esses mecanismos de degradacdo e transformacdo de poluentes, alguns fungos
micorrizeos podem proteger e auxiliar na sobrevivéncia das plantas as quais estdo associados
em alguns ambientes contaminados (Meharg 2003, Gadd 2007, Leyval et al. 1997). Portanto,
as relacBes simbiontes poderiam também favorecer direta ou indiretamente processos de
fitoremediacdo, devido a contribuicdo para o desenvolvimento de plantas capazes de

imobilizar ou retirar os contaminantes toxicos do solo (Gadd 2007).

1.2 Bioluminescéncia em fungos
1.2.1 Historico

A bioluminescéncia (BL) € um fendmeno observado desde os tempos mais antigos por
filésofos e cientistas. Os primeiros relatos cientificos envolvendo a BL em microrganismos
foram documentados por Aristételes (384-322 a.C.) e Plinio, o Velho (23-79). Ambos, ja
nesta época, associavam a luz ao possivel desenvolvimento de bactérias e fungos
bioluminescentes sobre a matéria organica vegetal ou animal em decomposicao. Entretanto, a
teoria mais difundida nesta época ainda era centrada na emisséo da luz como consequéncia do
processo de decomposicdo em si, ignorando os microrganismos decompositores como fonte
causadora do fendmeno observado.

Somente no século XIX, por meio de observacGes publicadas por Derschau (um diretor
de minas em Bochum, na Alemanha), foi retomada a associacdo da BL, até entdo atribuida a
matéria morta, aos microrganismos (neste caso, fungos). Evidéncias cientificas mais concretas
acerca dessa associacdo foram publicadas 30 anos depois, em 1853, pelo entdo professor da
Universidade de Viena, J. F. Heller (1813-1871), que provou por técnicas de microscopia que
a luz observada era, de fato, resultante do desenvolvimento do micélio dos fungos sobre a
matéria em putrefacao.

Apesar de algumas descri¢des sobre corpos de frutificacdo bioluminescentes terem sido
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feitas por Aristoteles; Plinio, o Velho e alguns botanicos, a atencdo cientifica estava
inicialmente voltada para a emissdo de luz na matéria organica. Nesse sentido, um dos
primeiros registros sobre a observacdo de cogumelos bioluminescentes foi feito apenas no
século XVIII pelo médico; mercante e consul holandés na Indonésia, G. E. Rumph (1637 —
1706). De acordo com as suas descri¢cdes, os cogumelos emitiam uma luz azulada (similar a
de centopeias bioluminescentes), sendo utilizados por nativos para iluminar seus caminhos em
trilhas noturnas (Harvey 1957, Desjardin et al. 2008, Shimomura 2012).

Mais recentemente, grande parte dos estudos envolvendo os fungos bioluminescentes
envolve as areas de taxonomia, ecologia, bioquimica e ecotoxicologia. Estes sdo coincidentes
com 0s objetivos do nosso grupo, que estdo voltados principalmente a: (i) identificacdo de
novas especies ainda nao catalogadas, (ii) determinacdo das funcbes ecoldgicas da BL
fangica, (iii) elucidacdo das estruturas quimicas das moléculas envolvidas na reacdo
bioluminescente e do seu mecanismo detalhado, (iv) avaliacdo dos efeitos de condicGes de
cultura sobre a intensidade e perfil de emisséo de luz, e (v) determinagédo da fungitoxicidade
de alguns compostos quimicos (Desjardin et al. 2005, Desjardin et al. 2007, Mendes et al.
2008, Desjardin et al. 2008, Oliveira & Stevani 2009, Mendes et al. 2010, Desjardin et al.
2010, Mendes & Stevani 2010, Capelari et al. 2011, Oliveira et al. 2012, Stevani et al. 2013,

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

1.2.2 Distribuicao de espécies

Estima-se que existam, no minimo, 1,5 milhdes de espécies de fungos no mundo, dentre
as quais apenas cerca de 100 mil foram identificadas e descritas até 0 momento. De um total
aproximado de 32 mil espécies catalogadas de basidiomicetos, apenas 77 foram reconhecidas
como bioluminescentes, sendo distribuidas em quatro linhagens evolutivas distintas, porém

com possivel origem em comum, dentro da ordem Agaricales (ordem de fungos formadores
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de cogumelos): 58 micendides; 5 Armillaria, 12 Omphalotus e 2 Lucentipes (Oliveira et al.
2012, Hawksworth 2012, Kirk et al. 2008, Stevani et al. 2013, Chew et al. 2014).

Os fungos bioluminescentes sdo encontrados preferencialmente em habitats de clima
tropical ou temperado ao redor do mundo (Figura 2). Nestes ambientes, as condicdes de
temperatura amenas, entre 20°C e 30°C, e a umidade elevada favorecem o crescimento e 0
desenvolvimento desses organismos. Considerando que as espécies sdo basidiomicetos de
podriddo branca, outro fator fundamental para a sua manutencdo no ambiente € a
disponibilidade de materiais lignocelulésicos no solo, que serdo decompostos e utilizados

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

No Brasil foram encontradas 12 espécies de fungos bioluminescentes, identificadas entre
2002 e 2010 com participacdo direta ou indireta do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Cassius V.
Stevani. Grande parte dessas espécies (Figura 3) foram localizadas no Parque Estadual

Turistico do Alto Ribeira (PETAR, no municipio de Iporanga — SP), mas tais organismos
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estdo também distribuidos ao longo de diversos estados brasileiros (Figura 2).

Figura 3. As doze espécies de fungos bioluminescentes encontradas no Brasil (A-L), durante
os treze anos (2002-2015) de trabalho do grupo. A: Gerronema viridilucens, B: Mycena
lucentipes, C. Mycena fera, D: Mycena asterina, E: Mycena luxaeterna, F: Mycena
discobasis, G: Mycena singeri, H: Mycena abieticola, I: Mycena globulispora, J:
Neonothopanus gardneri, K: Mycena luxarboricola e L: Mycena lacrimans. Fonte: Oliveira et
al. (2013).

1.2.3 Mecanismo de bioluminescéncia
A BL é caracterizada pela emissé@o natural de luz visivel e fria produzida por organismos

vivos, tendo sido observada ao redor do mundo em uma ampla variedade de espécies, tanto
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terrestres quanto aquaticas, mas principalmente marinhas. Em fungos, a luz é emitida de
forma ininterrupta tanto no micélio quanto no cogumelo, com maximo de emissao entre 520 e
530 nm - regido verde do espectro eletromagnético (Oliveira et al. 2013, Desjardin et al.
2008). De forma similar ao que ocorre com outros organismos, a BL ocorre em decorréncia de
uma reacdo bioquimica catalisada por enzimas, onde o oxigénio molecular reage com o
substrato. Como resultado final, ha a formacdo de um composto emissor no estado excitado
que, ao retornar ao estado fundamental, emite luz. A estrutura molecular do substrato varia
entre 0s organismos bioluminescentes, mas recebe o nome genérico de luciferina. O mesmo
ocorre em relacdo a enzima, que é comumente denominada luciferase (Wilson & Hastings
1998).

Em fungos, tanto a estrutura molecular das enzimas e do substrato quanto 0 mecanismo
detalhado envolvido na reacdo de BL ainda sdo objeto de estudo e ndo estdo totalmente
elucidados. Uma das primeiras propostas para desvendar o mecanismo de reacdo envolvido na
BL flngica foi feita na década de 60 por Airth e Foerster, que conduziram experimentos
utilizando extratos quentes e frios dos micélios de duas espécies de fungos bioluminescentes.
Ao misturar o extrato frio de uma espécie com 0s componentes do extrato quente da outra
espécie na presenca de NADH ou NADPH, foi observada a emissdo de luz. Os resultados
sugeriram gue no extrato quente havia luciferina, enquanto que o extrato frio continha duas
enzimas: luciferase, contida no precipitado separado por centrifugacdo, e uma redutase,
solivel no sobrenadante. Os autores propuseram, entdo, que a reacdo de bioluminescéncia
seria enzimatica, ocorrendo em duas etapas distintas (Figura 4), e que tanto o substrato quanto
as enzimas eram similares em ambas as espécies (Airth & Foerster 1962).

Alguns autores ndo conseguiram reproduzir os resultados de Airth e Foerster,
possivelmente devido a alta instabilidade da luciferina nos extratos, degradagdo das enzimas

nos processos de purificacdo e identificagdo da sua estrutura molecular, baixa concentracédo de
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enzimas e/ou substrato e, devido a possivel emissdo fraca de luz, necessidade de
equipamentos mais sensiveis - indisponiveis na época em o0s experimentos foram conduzidos
(Nakamura et al. 1988, Shimomura et al. 1993). Nesse contexto, foram sugeridos mecanismos
ndo enzimaticos para explicar a BL em fungos, mantendo a incerteza sobre o envolvimento ou
ndo de enzimas na emissdo de luz até 2009, quando a natureza enzimatica da BL fangica foi
confirmada por Oliveira e Stevani, que conseguiram reproduzir os experimentos de Airth e
Foerster, observando a emissdo de luz com o mesmo perfil e caracteristicas encontradas

naturalmente nos fungos bioluminescentes (Oliveira & Stevani 2009).

enzima soluvel
(redutase)

L+ NAD(P)H + H* LH, + NAD(P)*

enzima insoluvel
(luciferase)

LH, + O, > LO+H,0 +hv

Figura 4. Proposta de Airth e Foerster para 0 mecanismo de bioluminescéncia em fungos. L:
luciferina, LH,: luciferina reduzida, LO: oxiluciferina. Fonte: Oliveira et al. 2013.

Adotando o mecanismo enzimatico, portanto, a BL ocorre em decorréncia da reducdo de
uma luciferina na presenca de NADH ou NADPH em uma reagdo catalisada por uma enzima
soluvel (redutase). A luciferina reduzida reage, entdo, com oxigénio molecular em um
processo catalisado pela luciferase, provavelmente uma enzima associada a membrana, uma
vez que a mesma € insoluvel (Figura 4). Este processo resulta, por fim, na producdo de
oxiluciferina e na emissdo de luz (Airth & Foerster 1962, Oliveira & Stevani 2009).

Posteriormente, Oliveira et al. (2012) evidenciaram que h& emissdo de luz quando os
extratos frios e quentes de fungos pertencentes a cada uma das quatro linhagens evolutivas
sdo combinados de todas as formas possiveis, sugerindo que todas as linhagens compartilham
0S mesmos substratos; enzimas e mecanismos na reacdo de BL. Os resultados indicaram, com

isso, que a bioluminescéncia teve possivelmente uma Unica origem entre os fungos
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pertencentes a ordem Agaricales, e que esta provavelmente foi perdida; inativa ou néo

reconhecida ao longo da evolucao fungica.

1.2.4 Possiveis funcbes da bioluminescéncia para os fungos

Os organismos bioluminescentes utilizam a emisséo de luz para diferentes propositos, de
acordo com as suas caracteristicas especificas e habitats. Func¢des usuais incluem mecanismos
de defesa, comunicacdo, propagacdo e predacdo. Quando relacionada a defesa, a emissdo de
luz € utilizada para assustar ou confundir os predadores, emitir sinais aposematicos (indicando
perigo, a fim de que o predador evite a presa) ou como forma de camuflagem. Na
comunicacdo, a BL é destinada a reproducdo e ao reconhecimento entre espécies. Para a
propagacao, a luz é utilizada na atracdo de predadores nos quais as espécies bioluminescentes
se desenvolvem - essa funcdo € desempenhada em organismos como as bactérias, que
crescem dentro de peixes e sdo eliminadas nas fezes dos mesmos, sendo propagadas
novamente em outros peixes, de forma ciclica. Por sua vez, a BL associada a acdo predatoria,
visando a obtencdo de alimentos, é empregada tanto para 0o aumento da visibilidade em
habitats escuros quanto para atrair as presas ou assustar predadores (Wilson & Hastings
2013).

Embora o papel da BL seja amplamente estudado e conhecido em algumas espécies, as
funcdes associadas a emissdo de luz por fungos ainda ndo foram totalmente elucidadas.
Algumas das principais hipdteses para explicar o papel da BL nesses organismos foram
apresentadas e discutidas por Sivinski (1981), ao investigar a atracdo de insetos pelos fungos
bioluminescentes. Para tal proposito, o autor utilizou armadilhas construidas a partir de
frascos fechados e cobertos por um material pegajoso, que continham em seu interior micélio
e corpos de frutificacdo tanto bioluminescentes (frascos de teste) quanto nao-

bioluminescentes (controle). As armadilhas foram deixadas, durante a noite, em locais onde ja
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havia o crescimento natural dos fungos. Os resultados indicaram que mais artropodes foram
encontrados nos frascos de teste do que nos controles, levando as seguintes possibilidades de
explicacdo para as funcgdes da BL fungica:

a. Dispersdo de esporos: insetos dispersores de esporos seriam atraidos pela luz emitida,
de modo semelhante ao que ocorre na atracdo de algumas espécies por odores e cores. Essa
possibilidade, no entanto, ndo explicaria satisfatoriamente a emissao de luz pelo micélio, a
ndo ser gque este se mantenha inalterado ap0s 0 seu consumo e excre¢do, ou que seja carregado
para novos locais pelo contato externo com o exoesqueleto dos insetos. Além disso, conforme
argumentado por Desjardin et al. (2008), a dispersdo natural pelo vento dos milhdes de
esporos produzidos por espécies bioluminescentes e nao-bioluminescentes mantém
desconhecida a real vantagem evolutiva da BL neste quesito, exceto em regifes com pouca
circulacdo de ar.

b. Predacdo de fungivoros - os fungos poderiam ser favorecidos caso os predadores dos
fungivoros fossem atraidos pela luz em maiores proporcdes. Entretanto, existe a possibilidade
dos fungos serem confundidos com as presas e consumidos no lugar destas.

c. Atracdo de fungivoros — no caso dos fungos serem impalataveis ou dificeis de digerir,
os fungivoros poderiam consumir, alternativamente, competidores adjacentes. Entretanto, a
hip6tese ndo se refere as espécies bioluminescentes mais facilmente digeridas pelos insetos.

d. Atracdo de fertilizadores - a atragdo de alguns insetos pela luz poderia fazer com que
estes liberassem substancias benéficas, que ajudariam no crescimento fungico. No entanto, a
BL também poderia atrair predadores.

e. Repulsdo de fungivoros fotofobicos - embora essa funcdo possa explicar a BL em
micélios crescendo em locais com pouca luminosidade (por exemplo, dentro de troncos
podres e sob camadas de folhas mortas), ndo ha evidéncias de que existam artropodes

fotofobicos ndo subterraneos - complementarmente, a ideia de repulsédo é menos provavel do
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que a de atracdo nos casos onde a luz é emitida ininterruptamente (Herring 1994). Esses dois
ultimos fatores seriam desvantajosos também quando fosse considerada a fungdo da BL como
sinal de adverténcia para fungivoros de habitos noturnos. Ainda assim, ambas as
possibilidades ndo poderiam ser excluidas totalmente, uma vez que: (i) ndo foram estudadas
as atracdes ou repulsbes de outros organismos que nao fossem insetos; (ii) as armadilhas
podem ser ineficientes para prender animais maiores, caso estes influenciem no resultado; e
(iii) as mesmas ndo foram instaladas em locais mais escuros, onde tanto o micélio quanto seus
fungivoros poderiam ser encontrados (Sivinski 1981).

Um trabalho publicado mais recentemente evidencia a existéncia de um ritmo circadiano
na BL flngica, associado a uma atracdo significativa de insetos. Neste caso, culturas do fungo
N. gardneri foram submetidas durante 48 horas a um ciclo escuro/claro de 12h/12h, sendo
mantidas no escuro ao longo do restante do periodo de incubacdo. Como resultado, foi
identificada uma emissdo crescente de luz na fase correspondente ao escuro e um
decrescimento durante a fase sob iluminagdo, confirmando um ritmo circadiano que se
manteve mesmo em diferentes temperaturas de incubagdo. Da mesma forma, as atividades das
enzimas luciferase e redutase, assim como a concentracdo de luciferina, oscilaram de modo
compativel com o ciclo circadiano observado na emissdo de luz (Oliveira et al. 2015).

Paralelamente neste mesmo estudo, foram preparadas armadilhas para insetos, que
consistiram em cogumelos de resina acrilica cobertos por cola inodora e iluminados com luzes
LED verdes, a fim de simular a BL fangica. Como controles, foram utilizadas as mesmas
armadilhas, mas com as luzes LED apagadas. De modo similar ao encontrado por Sivinski
(1981), em comparagdo com os controles, foi identificada uma atracdo maior de insetos nas
armadilhas com as luzes ligadas. Todos os organismos atraidos, por sua vez, pertenciam a
ordens taxondmicas capazes de enxergar a luz verde, no comprimento de onda da BL

(Oliveira et al. 2015).
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Com isso, o0s autores consideram que a luz emitida pelos fungos possuiria uma funcgéo de
auxiliar na dispersdo de esporos pela atracdo de insetos. Conforme ja mencionado
anteriormente, estes seriam capazes de propagar 0s esporos pela aderéncia externa ao
exoesqueleto ou pela excrecdo dos mesmos, inalterados, apos o consumo dos fungos como
alimento. Neste caso, a luz menos intensa da espécie N. gardneri durante o ciclo diurno foi
apontada como um mecanismo do fungo para que haja menor gasto energético durante o dia,
qguando a BL ndo é notavelmente percebida pelos insetos. De noite, entretanto, a luz se torna
mais intensa para favorecer uma maior atracdo de organismos dispersores dos esporos. A
hipdtese levantada pelos autores foi reforcada levando em considera¢do que o vento pode
apresentar um fluxo mais restrito nos habitats de florestas estratificadas e fechadas onde os
fungos sdo encontrados, permanecendo mais proximo do solo e dificultando a dispersdo dos
esporos. Com isso, a propagacdo adicional pelos insetos representaria uma vantagem
bioldgica para a colonizacdo dos fungos em novos substratos. Além disso, outro fator que
corrobora com a hip6tese levantada pelos autores é que a dispersdo de esporos nos habitats
supracitados é mais intensa durante a noite ou primeiras horas da manhd, quando tanto a
umidade do ambiente quanto a germinacao de esporos é maior (Oliveira et al. 2015).

Além das hip6teses relacionadas a interagdo com outros organismos, que sao atraidos ou
repelidos pela luz, outras possibilidades incluem a BL como um processo bioquimico para
auxiliar na defesa contra agentes nocivos. Uma dessas hipoteses indica que a BL estaria
relacionada a decomposi¢do da lignina, levando em consideracdo que todas as espécies
bioluminescentes sdo basidiomicetos. A emissao de luz, neste caso, teria a funcdo de auxiliar
no controle de espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas durante o processo de
degradacdo extracelular (Bermudes et al. 1992, Lingle 1989, Desjardin et al. 2008). Outra
possibilidade viavel indica que a BL tenha surgido como um mecanismo de protecdo contra

EROs produzidas principalmente em decorréncia da respiragdo nas mitocondrias — nesse



30
sentido, a BL poderia ter surgido a partir de um mecanismo ancestral de desintoxicacéo,
voltado especificamente ao consumo de oxigénio (Oliveira et al. 2013, Desjardin et al. 2008).
Uma altima hipotese afirma que a BL ndo teria funcdo para os fungos, sendo meramente
o0 resultado da formacéo incidental de um subproduto de uma reacao enzimatica de oxidacéo,
na qual a energia seria liberada na forma de luz visivel ao invés de calor. No entanto, a
observacdo de luz em intensidade maior nas lamelas e esporos em algumas espécies; a
constatacdo de que a BL é emitida mais ou menos intensamente de acordo com o periodo do
dia (em ciclos) e as hipoteses relacionadas aos mecanismos de defesa contra espécies reativas
e nocivas indicam o contrario. Assim, a hipotese que exclui uma funcdo ecoldgica ou
bioldgica para o fendmeno de emissdo de luz é considerada como a menos provavel no estudo

com fungos (Sivinski 1998, Herring 1994, Weitz 2004, Oliveira et al. 2015).

1.3 Fatores que afetam o crescimento e a emissao de luz
1.3.1 Nutrientes basicos

Os fungos necessitam de uma série de condicGes para sobreviver e crescer em
determinados ambientes ou meios de cultura. Os requisitos minimos para manter o seu
sustento incluem o fornecimento de nutrientes organicos e minerais, que consistem em fontes
carbono (utilizadas na sintese celular e obtencdo de energia) e elementos essenciais como
nitrogénio; fésforo e ferro, entre outros (Tabela 1), com funcGes diversas na manutencdo da
homeostase (Deacon 2006).

Os nutrientes sdo absorvidos do ambiente pelas paredes celulares e membranas
plasmaticas dos fungos, por meio de mecanismos de transporte variados — entre eles, difusdo
simples e facilitada e transporte ativo. Como as estruturas celulares ndo permitem a passagem
de moléculas mais complexas (polimeros, por exemplo), diferentes enzimas extracelulares sdo

produzidas e secretadas para promover a transformacdo desses compostos em formas mais
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simples, que poderdo ser mais facilmente absorvidas e utilizadas como fonte de alimento -

este é 0 caso da degradacdo da lignina, ja abordado anteriormente. Assim, as principais fontes

de carbono sdo constituidas por monossacarideos (em especial, glicose) e dissacarideos

(Deacon 2006, Walker & White, 2005). De forma compativel, Bermudes et al. (1990)

identificaram alguns desses agucares como principais fontes de carbono para o crescimento e

BL do fungo Panellus stipticus em meios de cultura, associando os nutrientes considerados

como 6timos com a sua presenca natural no habitat da espécie, em ambientes onde ha

decomposicdo de madeira.

Tabela 1. Nutrientes e suas principais fungdes para os fungos.

Elemento  Funcdes
Promove o gradiente eletroquimico de protons, utilizado na conversao de ADP

Hidrogénio em ATP para fornecimento de energia por vias metabolicas. Ajuda a manter a
acidez intracelular (pH cerca de 5-6), necessaria para 0 metabolismo fungico.
Substrato para enzimas oxidativas e/ou envolvidas na respiragdo celular.

Oxigénio Essencial para a sintese de acidos graxos insaturados e ergosterol, que compde
as membranas celulares.

E6sforo Participacdo na transducdo energética. E também um elemento presente na
estrutura das membranas e em &cidos nucleicos.

Potassio Atua como cofator enzimatico e contribui para balanco idnico (osmoregulacao).

Magnésio  Atua como cofator enzimético. Estrutura de células e organelas.

Enxofre Composicdo de vitaminas e aminoacidos sulfurados.

Célcio Mensageiro secundario em processos de transducdo de sinal.

Cobre Atua como cofator enzimatico.

Ferro Composicéo de proteinas contendo grupo heme e citocromos.

Manganés  Atua como cofator enzimatico.

Zinco Atua como cofator enzimatico.

Niquel Atua como cofator da enzima uréase.

.~ . Composicdo da vitamina B12 e contribuicdo como cofator da enzima nitrato
Molibdénio

redutase no metabolismo do nitrato.

Fonte: Traduzido e adaptado de Walker & White (2005).

Entre os nutrientes minerais, o nitrogénio é um dos principais elementos para os fungos,
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desempenhando um papel limitante no seu crescimento e sintese de enzimas e componentes
estruturais celulares (tal como proteinas e acidos nucléicos). Os fungos ndo sdo organismos
diazotroficos - ou seja, ndo promovem a fixacdo de nitrogénio - e, portanto, obtém esse
nutriente de compostos inorganicos (como nitratos e sais de amonio) ou organicos - por
exemplo, aminoacidos, proteinas nitrogenadas e moléculas contendo aminas e amidas
(Deacon 2006, Walker & White 2005, Carlile et al. 2001).

Um dos processos mais usuais para a assimilacdo do nitrogénio pelos fungos ocorre a
partir de ions amdnio, utilizados na sintese do aminoacido glutamato por via enzimatica. Este,
por sua vez, € transformado em outro aminoacido (glutamina) em uma reacdo também
mediada por enzimas. A partir dai, varios outros aminoacidos podem ser produzidos por
reacOes de transaminacdo. Os nitratos sdo utilizados alternativamente por alguns fungos como
fonte de nitrogénio, sendo reduzidos enzimaticamente a aménio (Deacon 2006, Walker &

White 2005, Carlile et al. 2001).

1.3.2 CondicGes ambientais: temperatura, pH e umidade

Assim como devem ser fornecidos alguns nutrientes fundamentais para o
desenvolvimento dos fungos, certas condigdes ambientais sdo necessarias para favorecer o
crescimento e a sobrevivéncia destes organismos. Alguns dos principais fatores neste quesito
sdo temperatura, pH (do solo ou meios de cultura) e umidade.

As temperaturas nas quais os fungos se desenvolvem sdo muito variadas, de acordo com
as caracteristicas de cada espécie e das demais condi¢cGes do meio. Entretanto, a maioria das
espécies é classificada como mesofilica devido ao seu desenvolvimento em temperaturas mais
moderadas, geralmente de 10-35°C, com uma faixa 6tima em torno de 15-30°C. Ainda assim,
alguns fungos podem também apresentar termo ou psicrotolerancia - ou seja, 0 crescimento

ocorre tanto em temperatura ambiente quanto em temperaturas mais extremas,
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respectivamente maiores e menores (Smith 1988, Walker & White, 2005).

A predominancia dos fungos mesofilicos deve-se a dois principais fatores: (i) em
temperaturas muito baixas, o metabolismo torna-se mais lento, desfavorecendo as reacdes
bioquimicas que promovem o desenvolvimento fungico — adicionalmente, a membrana
citoplasmatica se torna rigida a ponto de ndo permitir mais a absorcéo de nutrientes, e 0s seus
processos de transporte tornam-se lentos; e (ii) temperaturas muito altas usualmente se
distanciam da condicdo Otima de acdo das enzimas, que podem sofrer desnaturacdo —
consequentemente, as reacdes biogquimicas envolvidas na sobrevivéncia e crescimento dos
fungos também sdo negativamente afetadas. Além disso, as altas temperaturas podem causar
danos as membranas das células, entre outras estruturas celulares (Smith 1988, Walker &
White 2005, Madan & Thind 1998).

Embora existam espécies capazes de sobreviver em uma faixa ampla de pH e, em alguns
casos, em ambientes com maior acidez ou alcalinidade, os fungos crescem preferencialmente
em meios neutros ou ligeiramente acidos (pH 4-6). Alteragdes mais bruscas no potencial
hidrogenionico do meio podem exercer uma grande influéncia principalmente sobre: (i) o
transporte de nutrientes pelas membranas celulares dos fungos, devido a alteracdo na
permeabilidade das mesmas; (ii) a especiacdo de nutrientes; e (iii) o funcionamento de
enzimas, que possuem valores 6timos de pH para catalisar reacdes (Madan & Thind 1998).
Com isso, a alteracdo desses fatores em decorréncia do pH afetaria tanto as reacOes
bioquimicas promovidas pelos fungos para crescimento e sobrevivéncia quanto a
disponibilidade dos nutrientes essenciais.

A umidade no ambiente normalmente favorece o crescimento fungico, além de influenciar
outros fatores como a formacao e germinacao de esporos e morfologia. Assim, no cultivo em
laboratorio, a umidade é controlada em camaras climaticas e adicionalmente fornecida pela

agua na composicdo dos meios de cultura, que evapora progressivamente ao longo do tempo
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de incubacdo dos fungos cultivados (Carlile et al. 2001, Madan & Thind 1998).

Niveis adequados de umidade no ambiente sdo essenciais a sobrevivéncia destes
organismos, uma vez que as células possuem agua em seu citoplasma e demais estruturas
internas. Esta atua como solvente de solutos diversos e participa da troca de nutrientes com o
ambiente externo. Em ambientes com baixa umidade relativa; substratos muito secos e/ou
com concentragdes muito elevadas de solutos, a agua tende a sair das células para compensar
o0 desiquilibrio com o ambiente externo, até que fiqguem desidratadas e morram. Na situacédo
oposta, em situacfes onde ha excesso de agua para determinada espécie e/ou menor
concentracdo de solutos no ambiente externo, as paredes e membranas celulares podem sofrer
rupturas devido ao aumento do volume de &gua absorvida por osmose. Para compensar as
variacdes naturais de umidade no seu habitat, os fungos desenvolveram alguns mecanismos a
fim de evitar a perda ou ganho excessivo de agua na troca com o ambiente - um exemplo é a
liberacdo de solutos intra ou extracelulares, dependendo da necessidade. Desta forma, embora
ndo seja possivel compensar totalmente situagdes mais extremas ou prolongadas de excesso
ou falta de umidade, as variacbes de umidade naturalmente esperadas no ambiente néo

impediriam a sobrevivéncia dos organismos (Carlile et al. 2001, Madan & Thind 1998).

1.3.3 Curvas de crescimento em meios de cultura

Uma vez fornecidos os nutrientes e as condi¢cbes ambientais minimas para o
desenvolvimento flngico, existem diversos parametros para medir a dimensdao do seu
crescimento em meios de cultura — entre eles, por exemplo, massa; diametro do micélio e
atividade metabdlica. Independentemente do pardmetro adotado, é esperado que os fungos se
desenvolvam dentro de um padrdo estabelecido em curvas de crescimento, que possuem

quatro principais fases: inducgéo (lag), exponencial, estacionaria e morte (Figura 5).
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A Fase

lag Fase exponencial

log(unidade de medida de crescimento)

Tempo

Figura 5. Curva de crescimento para microorganismos, como fungos.

A fase de inducédo corresponde a etapa inicial da curva, sendo caracterizada pelo periodo
de tempo em que o fungo se adapta ao ambiente e sintetiza novos compostos para promover
seu desenvolvimento (e.g., enzimas e ribossomos), sem que haja crescimento populacional. A
fase exponencial, por sua vez, é o periodo em que ocorre 0 metabolismo primario, relacionado
ao fornecimento de energia e biossintese de precursores quimicos indispensaveis ao
crescimento e reproducdo (e.g., aminodcidos, vitaminas e &cidos organicos).
Consequentemente, a taxa de crescimento nesta fase é méaxima e aumenta em escala
logaritmica (Walker & White 2005).

A medida que ocorre o envelhecimento e os nutrientes no meio se tornam mais escassos
ou, alternativamente, quando o0 organismo esta exposto a condi¢des menos favoraveis ao seu
crescimento (por exemplo, alteracdes na temperatura ou contato com metabélicos toxicos e/ou
produtos de excrecdo, que podem também alterar o pH do meio), o fungo entra na fase
estaciondria e 0 seu crescimento exponencial é interrompido. Nesta etapa, a taxa de
crescimento é nula, devido ao equilibrio entre as células que morrem e as que sdo formadas
por divisdo celular. A fase estacionaria corresponde ao processo de sobrevivéncia do

organismo por periodos prolongados e a manutencdo de sua atividade celular, sem interrupcao
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de seu metabolismo energético e da biossintese de moléculas. Nesta etapa de restricdo de
crescimento, os fungos podem sintetizar, a partir dos metabolitos primarios, diversos
compostos que ndo contribuem para o crescimento, mas que podem auxiliar na manutencao
do estado estacionario — e.g., pigmentos como a melanina, que protegem os fungos em
situacOes de estresse ambiental (Walker & White 2005, Madigan et al. 2010, Kulkarni 2002).
Por fim, a fase de morte celular ocorre quando 0s nutrientes se esgotam e/ou metabolitos
toxicos excretados pelo proprio fungo tornam-se mais concentrados no meio de cultura, a
ponto de ndo favorecer a sua sobrevivéncia ou o crescimento de novas células em quantidades
superiores ou iguais as das células morrendo (Walker & White 2005).

Uma relacdo entre crescimento e emissdo de luz foi encontrada em alguns estudos com
fungos bioluminescentes, que mostraram um aumento significativo da BL durante a fase
exponencial de crescimento e um decréscimo da mesma depois de atingida a fase estacionéria.
Além disso, valores menores de emisséo de luz foram encontrados em associagdo com menor
crescimento das culturas. Deste modo, foi sugerido que a BL em fungos seja constitutiva
durante o crescimento, ou seja, é essencial ao desenvolvimento do organismo e pode estar
relacionada a sua atividade metabdlica, indicando também que, enquanto houver crescimento
celular, a emissdo de luz poderia ser correlacionada com a curva de crescimento, dada em
termos de biomassa (ou didametro do micélio) em funcdo do tempo (Weitz et al. 2002, Weitz

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

1.4 Agentes quimicos e suas interagdes com os fungos: metais e fendis

Os fungos estdo em contato direto com uma grande variedade de agentes quimicos no
ambiente em que se desenvolvem. Estes compostos sdo provenientes de fontes naturais,
resultantes de processos como intemperismo e lixiviacdo, ou de fontes antropogénicas -

quando emitidos por interferéncia humana em atividades industriais, agricolas e urbanas, por
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exemplo (Gadd 2007). Com o desenvolvimento tecnoldgico e o aumento da populacédo e da
urbanizacdo, houve uma intensificacdo na emissdo dos poluentes gerados por fontes
antropogénicas e, consequentemente, seus impactos ambientais se tornaram mais evidentes.
Tal emissdo em maiores propor¢des tem gerado sérias consequéncias para 0S 0rganismos nos
ambientes contaminados, podendo resultar na diminuicdo da biodiversidade nestes locais
(Fuge 2012, Lovejoy 1997). Dependendo da concentracdo, até mesmo compostos
considerados como nutrientes podem causar danos aos organismos expostos. Além disso, a
toxicidade de cada agente quimico varia de acordo com as suas propriedades, a sensibilidade
especifica das espécies expostas e as condi¢cbes ambientais (Pierzynski et al. 2005).

Os fendis e 0s metais constituem dois grupos de compostos caracterizados como
poluentes de grande relevancia nos diferentes compartimentos ambientais, uma vez que sao
amplamente utilizados na fabricacdo de produtos com valor comercial e descartados como
residuos, alguns dos quais persistentes no ambiente (Lee et al. 2006, Hoyos-Hernandez et al.
2014, Gadd 2007). Desta forma, os metais de origem antropogénica estdo presentes em uma
série de materiais como pigmentos; baterias; aparelhos eletrénicos; fertilizantes; pesticidas e
lodo de esgoto contaminado, e sdo emitidos em decorréncia de processos como a queima de
combustiveis fdsseis e atividades industriais, de metalurgia e de mineracdo (Leyval et al.
1997, Gadd 2010). Os fendis, por sua vez, estdo presentes em produtos como inseticidas;
herbicidas e corantes, e podem ser emitidos em funcéo da fabricagdo de papel e celulose;
refino de petréleo; producdo de coque e sintese de resinas e polimeros, entre outras atividades
(Santos & Linardi 2001, Lee et al. 2006). Entretanto, uma vez langados no ambiente, esses
compostos precisam estar em uma forma biodisponivel para causar, de fato, uma agéo toxica
aos organismos expostos.

O termo ‘biodisponibilidade’, neste caso, refere-se ndo a concentracdo total de um

poluente no ambiente, mas a quantidade deste composto em formas que sejam efetivamente



38

absorvidas por um organismo vivo (ou seja, tm a capacidade de atravessar as suas paredes e
membranas celulares), resultando em uma possivel toxicidade em funcdo da interacdo do
organismo com 0 agente quimico assimilado (Naidu et al. 2008). A biodisponibilidade,
entretanto, varia de acordo com as propriedades dos compostos quimicos, as caracteristicas do
solo ou meios de cultura e as especificidades dos organismos dentro de determinadas
condicdes. Para melhor elucidar essa questdo, alguns dos fatores relacionados a essas

variacdes na biodisponibilidade (consequentemente, na toxicidade) serdo abordados a seguir.

1.4.1 Fatores que afetam a biodisponibilidade de compostos organicos e metais

Para compostos organicos, grupo no qual os fendis estdo inseridos, a biodisponibilidade
em ambientes terrestres é afetada principalmente pela sua volatilizacdo, lixiviagéo,
degradacéo, bioacumulacdo, transformacao quimica ou bioldgica e sequestro em componentes
do meio de crescimento — este inclui o aprisionamento em microporos ou matéria organica e a
sorcédo, geralmente por ligagOes covalentes ou idnicas e interagdes intermoleculares (Stokes
2006, Reid et al. 2000, Semple et al. 2003, Ruggiero et al. 2002).

A biodisponibilidade dos metais, por sua vez, é influenciada principalmente pela sua
especiacdo e mobilidade. Em geral, os metais ndo sdo degradaveis ou volateis, como alguns
dos compostos orgénicos, mas, de forma semelhante a estes, podem ser sequestrados,
lixiviados, bioacumulados e transformados. Os metais podem estar presentes na forma de ions
livres ou permutéaveis (que apresentam maior mobilidade e, portanto, maior toxicidade e
biodisponibilidade) e em ligacbes com outros elementos, sendo aprisionados em, por
exemplo, silicatos minerais, complexos solluveis com ligantes organicos, compostos
organometalicos e compostos insoliveis — entre eles, Oxidos, carbonatos e hidroxidos (Leyval
et al. 1997).

As propriedades fisico-quimicas dos poluentes, incluindo estrutura molecular e
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especiacdo, polaridade, solubilidade em agua, hidrofobicidade, lipofilicidade (que podem ser
correlacionados com os coeficientes de particdo carbono organico do solo/agua e
octanol/agua), reatividade e volatilidade sdo determinantes para 0 comportamento dos agentes
quimicos no ambiente - desta forma, compostos apolares, menos sollveis, lipofilicos e
hidrofobicos indicam um favorecimento do sequestro e consequente persisténcia no habitat
terrestre (Stokes et al. 2006, Megharaj et al. 2011). Dependendo da reatividade, por outro
lado, alguns poluentes podem ser transformados em funcdo de reacdes como oxidacao,
reducdo e fotolise. Em virtude disso, podem formar produtos intermediarios e/ou finais com
toxicidades maiores ou menores, dependendo da reacdo (Gadd 1993, Stokes 2006).

Em conjunto com as propriedades dos agentes quimicos, as caracteristicas dos meios
onde os fungos se desenvolvem também influenciam na biodisponibilidade, que varia de
acordo com alguns fatores como pH; area superficial de contato para a interacdo entre
poluentes e fungos; capacidade de trocas idnicas (principalmente catibnicas) e composicao
dos meios de crescimento (Stokes et al. 2006, Megharaj et al. 2011, Gadd 1993). O pH do
ambiente pode afetar a dissociacdo e a solubilidade (associada a mobilidade) dos compostos,
influenciando também nas trocas idnicas e interacBes intermoleculares, responsaveis pela
adsorcdo dos poluentes e diminuicdo da biodisponibilidade no meio de crescimento. Neste
caso, a carga e o raio idnico sdo propriedades importantes: quanto maior a carga € menor o
raio, mais intensa sera a adsorcdo no ambiente terrestre, devido a maior forca das interacdes
eletrostaticas e trocas i6nicas (Rieuwerts 1998).

No mesmo sentido, uma composi¢do mais rica em materia organica, a qual 0s compostos,
especialmente os lipofilicos, interagem e sdo aprisionados em maior intensidade, tambem
resultaria em uma menor biodisponibilidade (Reid et al. 2000). Para metais, a quantidade de
matéria organica contribui ainda para a formacao de complexos metalicos - este € o caso do

cobre, que, além de ser retido no solo por mecanismos de troca ibnica e adsor¢do, possui
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afinidade por ligantes organicos solluveis e matéria himica. Ja a presenca de alguns
compostos inorganicos, como Oxidos de ferro ou manganés, e ions inorganicos também
podem potencializar a sor¢do de metais e a formacdo de complexos — por exemplo, o cadmio
tende a formar complexos com ions cloro quando estes sdo abundantes em solos, diminuindo
sua biodisponibilidade (Gadd 1993, Balasoiu et al. 2001, Gadd 2007).

O potencial redox do ambiente de crescimento, influenciado por sua composicédo (e.g.,
teor de oxigénio, agua e minerais), é outro fator importante na decomposicao e transformacéo
de poluentes organicos, exercendo influéncia também na especiacdo dos metais, cujos estados
de oxidacao variam de acordo com reducdes ou oxidacdes promovidas por agentes oxidantes
ou redutores no ambiente. Desta forma, um mesmo elemento pode também apresentar
toxicidades distintas (Gadd 1993). Ja para os fendis, a presenca de agentes oxidantes, como
oxidos de ferro e manganés, pode auxiliar na desintoxicacdo de ambientes contaminados pela
sua transformacdo em compostos menos toxicos ou menos biodisponiveis - por exemplo, por
formacdo de dimeros e oligbmeros (Ruggiero et al. 2002, Ruggiero 1999).

A variabilidade entre as espécies e alguns dos seus mecanismos de defesa sdo igualmente
levados em consideracdo para a biodisponibilidade. A atividade das enzimas extracelulares
fangicas na transformacdo, mineralizacdo e biodegradacdo de poluentes é uma das principais
formas de alteracdo na biodisponibilidade de compostos organicos (Gadd 2004, Pointing
2001). Para metais, os mecanismos sao geralmente voltados a alteracdo na especiacdo e na
mobilidade desses elementos. Um exemplo disso é a producdo e secrecdo de metabdlitos,
como acidos organicos (e.g., acido oxalico), provocando a lixiviacdo dos metais, que podem
ainda ser quelados, precipitados ou sofrer reacdes de oxirreducdo pelos compostos secretados.
Outra forma de interferéncia na biodisponibilidade sdo os processos de biossor¢do em
polissacarideos e proteinas de paredes celulares (e.g., quitina, quitosana e melanina), que

promovem a imobilizacdo dos metais. (Baldrian 2003, Gadd 2000, Meharg 2003, Hartley et
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al. 1997, Gadd 1993).

Os fatores abordados nesta secdo, além da disponibilidade de nutrientes para favorecer
um melhor desenvolvimento fungico, ilustram a complexidade de estudar os efeitos toxicos
de um composto a um organismo vivo. As interacBes entre compostos, ambiente e organismos
determinardo as formas em que um agente quimico estard ou ndo disponivel para possivel
absorcéo e efeito toxico. Desde que estejam na forma biodisponivel, no entanto, os diferentes
compostos em contato com os fungos podem causar danos segundo mecanismos especificos

de toxicidade, conforme sera abordado a seguir.

1.4.2 Mecanismos de toxicidade de metais e fendis para fungos

Considerando a variedade das possiveis interacdes entre fungos e poluentes, tais
compostos, quando biodisponiveis, afetam grande parte de aspectos ligados ao metabolismo,
crescimento, reproducdo, atividade enzimatica, morfologia e diferenciacdo dos organismos,
entre outros fatores. Desta forma, os metais podem bloquear grupos funcionais de moléculas
bioldgicas (por exemplo, enzimas e sistemas de transporte para nutrientes e ions), deslocar
e/ou substituir metais essenciais de biomoléculas e unidades celulares, comprometer a
integridade das membranas de células e organelas e interagir com enzimas para provocar a
sua modificacdo; desnaturacéo e inativacao (Gadd 1993, Baldrian et al. 2003).

Devido a baixa especificidade de sistemas de transporte para viabilizar a absor¢do de
metais essenciais, alguns metais ndo essenciais potencialmente toxicos com caracteristicas
semelhantes (e.g., tamanho e carga) podem ser alternativamente transportados para o interior
dos organismos. Uma vez absorvidos, tais elementos podem afetar tanto reacdes especificas
quanto processos metabdlicos como um todo, além de influenciar a producdo das enzimas
extracelulares, sem as quais a obtencdo de nutrientes para sobrevivéncia se torna dificultada.

Esse mecanismo pode ocorrer com o Cd*?, por exemplo, que se associa rapidamente & parede
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celular do basidiomiceto Paxillus involutus e, dependendo do potencial da membrana deste
fungo, é absorvido em um processo mais lento associado ao transporte de Ca*? para o interior
das células (Baldrian et al. 2003, Blaudez et al. 2000).

Mecanismos indiretos de toxicidade dos metais envolvem a formacao de radicais livres
por meio de reacdes de oxirreducdo. Uma vez produzidos, esses radicais podem participar de
reacOes em cadeia envolvendo a degradacdo de moléculas bioldgicas, tal como proteinas,
acidos nucleicos e polissacarideos. Um dos maiores alvos, neste caso, sdo as membranas
celulares, que sofrem danos por peroxidacdo lipidica. Neste processo, as cadeias alquilicas
dos lipideos sdo transformadas em radicais peroxialquila e hidroperoxidos de &cidos graxos
pela reacdo com outros radicais livres presentes no meio (Gadd 1993).

Adicionalmente, alguns complexos lipossoliveis de metais de transicdo (ou,
alternativamente, complexos e fons livres em solucéo aquosa), como o Fe*? e o Cu*, podem

promover, por meio da reacdo de Fenton com os hidroperoxidos, a formacdo de radicais
hidroxila (HO*®), acelerando o processo de peroxidacdo lipidica e potencializando um estresse

oxidativo, que ocorre quando a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) excede a
capacidade de defesa antioxidante de um organismo. Reacdes envolvendo a reducdo de Cu*?
por EROs (e.g., radicais anion-superdxido) também ocorrem, resultando em O, e Cu’,
utilizado novamente na reacéo de Fenton (Gadd 1993, Bai et al. 2003).

E conhecido que os fendis, entre outros compostos organicos, podem ser degradados em
decorréncia da atividade fungica, devido a producdo de enzimas originalmente destinadas a
decomposi¢do de matéria organica no ambiente, como € o caso da lignina, que possui grupos
fenolicos em sua macromolécula. Tal caracteristica é, inclusive, amplamente empregada em
processos de bioremediacdo, na descontaminacdo de ambientes poluidos. No entanto, o
acumulo de compostos fenolicos no ambiente pode interferir na atividade de enzimas e afetar

a funcdo dos fungos no solo. Exemplos disso séo a inibicdo de hidrolases e enzimas com
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grupos —SH em sua composicdo, ambas essenciais na decomposicdo da matéria organica e
obtencdo de nutrientes essenciais. O acumulo dos fenois, neste caso, pode ser causado pela
diminuicdo da capacidade de degradacdo do fungo, que € afetada por outras enzimas, como as
fenoloxidases, cujas atividades sdo reduzidas a medida que a temperatura; o pH e a
concentracdo de O, diminuem. Alternativamente, os fenois podem ser também acumulados
qguando as emiss@es antropogénicas excedem a capacidade de decomposi¢do ou transformacéo
dos poluentes em compostos menos toxicos (Laiho 2006, VVoda et al. 2003).

A capacidade de causar efeitos toxicos na interacdo direta entre poluentes e organismos
aumenta, em geral, com a lipofilicidade das moléculas que ndo foram imobilizadas no
ambiente (Michalowicz & Duda 2007). Assim, os compostos lipofilicos tendem a ser
absorvidos pelos fungos em maior proporcao, por afinidade com as suas paredes e membranas
celulares (Dambolena et al. 2012, Voda et al. 2004).

O modo de acdo dos fenois depende das formas nas quais estes se encontram no
ambiente: protonada, ionizada ou oxidada. Se houver predominancia de fenois protonados, ha
uma maior tendéncia para as ligaces de hidrogénio e outras interacdes reversiveis com
grupos hidrofébicos em biomoléculas - por exemplo, grupos quimicos de proteinas, cadeias
alifaticas ou aromaticas em aminoécidos e cadeias alquilicas em &cidos graxos. Ja na forma
ionizada, ligagOes idnicas reversiveis sdo geralmente formadas devido a atragdo eletrostatica
por regides com cargas positivas em outras moléculas. Ainda na forma ionizada, a oxidacéo
dos fendis pode ser favorecida pela alta reatividade dos ions fenolato (Appel 1993).

A oxidacao fenolica constitui um dos principais mecanismos pelos quais os poluentes
fenolicos sdo transformados no ambiente e interagem com as biomoléculas para causar danos
aos organismos (Appel 1993). Assim, este processo pode ocorrer por via quimica (e.g., em
reacOes com perdxido de hidrogénio ou ferro) ou enzimatica - neste caso, por exemplo, com a

participacdo de fenoloxidases e peroxidases produzidas pelos fungos. O resultado da
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oxidacdo, no entanto, pode levar a origem de radicais fenoxila e metabolitos intermediarios
(e.g., semiquinonas) que, nesta forma, interagem com as biomoléculas nas células. Nestas
reacOes, hd uma consequente producdo de peréxido de hidrogénio ou radical-anion
superdxido e radical hidroxila, contribuindo para a peroxidacéo lipidica, danos as estruturas
celulares e inativacdo de enzimas (Michalowicz & Duda 2007, Appel 1993, Xu 1996). Na
forma oxidada ou protonada, podem ainda ocorrer ligacGes covalentes irreversiveis com
biomoléculas, originadas a partir de processos enzimaticos e ndo enzimaticos (Appel 1993).

Portanto, a reatividade dos fenois com biomoléculas é também um fator determinante
para os efeitos toxicos causados aos fungos, e esta relacionada com as propriedades do
ambiente de crescimento - pH, potencial de reducéo, teor de enzimas extracelulares e presenca
de agentes redutantes ou oxidantes ndo enzimaticos - e a facilidade de doacdo de elétrons
pelos fendis que, por sua vez, € influenciada pela estrutura da molécula (Michalowicz &
Duda 2007, Appel 1993).

As principais consequéncias dos danos as membranas celulares, tanto por metais quanto
por compostos organicos, sdo a sua despolarizacdo e o desacoplamento da fosforilacéo
oxidativa mitocondrial. A primeira afeta o potencial eletroquimico das células e, portanto,
interfere na absorcdo de nutrientes essenciais, na obtencdo de energia a partir dos mesmos, e
na troca ibnica com o ambiente externo. A segunda ocorre em consequéncia da
despolarizacdo das membranas mitocondriais, ja que a fosforilagdo oxidativa é desacoplada
quando ndo ha uma diferenca de potencial eletroquimico nas mitocéndrias, prejudicando a

sintese de ATP pelo organismo afetado (Gadd 1993, Belgers et al. 2009, Stevani et al. 2013).

1.5 Bioensaios de toxicidade
Compostos organicos e inorganicos em matrizes ambientais podem ser quimicamente

identificados e quantificados por meio de técnicas analiticas tradicionais (e.g.,
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espectrofotometria de absor¢do atdbmica e cromatografia). Entretanto, ensaios com organismos
vivos, apesar de ndo estabelecerem por si s6 a concentracdo ou identificacdo dos agentes
quimicos, permitem um conhecimento mais real acerca dos efeitos tdxicos causados as
espeécies. Isso porque a resposta biologica em decorréncia da exposi¢do a um composto toxico
leva em consideracdo ndo apenas a concentracdo dos poluentes, mas também a sua
biodisponibilidade, as caracteristicas dos organismos (e.g., mecanismos de defesa) e a sua
interacdo com 0s agentes toxicos em condicBes especificas de incubacdo (Steinberg et al.
1995, Weitz et al. 2002). Assim, 0os métodos analiticos (quimicos) e 0s bioensaios apresentam
diferentes enfoques, podendo ser utilizados um em complemento ao outro, ou
preferencialmente adotados de acordo com o0s objetivos de interesse no estudo.

Conforme exposto acima, os bioensaios de toxicidade baseiam-se na resposta biologica
de um organismo Vvivo guando exposto por determinado tempo (suficiente para que os efeitos
toxicos ocorram) a uma faixa de concentracdes de um agente quimico de interesse, com 0
qual a espécie utilizada interage por diferentes mecanismos, levando-se em conta as
especificidades da mesma e os demais fatores abordados na secdo anterior. Uma série de
organismos aquaticos e terrestres representativos de diferentes niveis tréficos € utilizada em
bioensaios desenvolvidos para avaliar a toxicidade de compostos orgénicos e inorganicos. As
respostas bioldgicas de inimeras espécies de animais, algas, plantas e microorganismos séo,
principalmente, alteragcbes na reproducdo, no crescimento, na mobilidade, mortalidade,
biomassa, emissdo de luz, germinacdo e producdo enzimatica (Stephenson et al. 2002).

A toxicidade de cada composto - ou, alternativamente, de uma mistura de compostos - €
obtida a partir de um grafico da concentracdo do agente quimico na escala logaritmica em
funcdo do efeito causado ao organismo - e.g., inibicdo de crescimento e diminuicdo da luz
emitida (Landis & Yu 1995, Weitz et al. 2002). Como resultado, é obtida uma curva, em

geral, de forma sigmoidal (Figura 6).
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Figura 6. Curva tipica de toxicidade. Fonte: Kent (1998).

A curva de toxicidade indica que, a partir de determinada concentracdo (LOEL — do
inglés, “Lowest Observed Effect Level ), alguns efeitos sobre a espécie utilizada no bioensaio
comecam a ser observados, mas sdo ainda discretos e, portanto, ndo podem ser diretamente
correlacionados com a resposta do organismo a toxicidade de um dado composto ou mistura.
Entretanto, atingida uma concentracdo minima, a resposta do organismo intensifica-se e torna-
se mais evidente, podendo ser associada aos mesmos efeitos toxicos adversos causados pela
exposicdo em concentragbes maiores — neste ponto tem-se 0 LOAEL (do inglés, “Lowest
Observed Adverse Effect Level”). Por fim, os efeitos adversos se tornam altos o suficiente
para resultar na morte de 100% dos organismos expostos e/ou na resposta maxima em
decorréncia da interagdo com o composto testado (Kent 1998, Landis & Yu 1995).

A toxicidade é usualmente representada pelos valores de concentracdo que causam 50%
do efeito bioldgico no eixo y. Neste contexto, o valor de ECs, (concentracdo mediana efetiva)
é um dos pardmetros utilizados em ensaios de toxicidade, de modo que quanto menor 0 seu
valor, maior sera a toxicidade do composto - ou seja, uma menor quantidade de um agente
toxico sera necessaria para causar 50% do efeito sobre o organismo em estudo. A inclinagdo
das curvas também & importante na avaliacdo da toxicidade em alguns casos mais especificos
- por exemplo, compostos com diferentes valores de ECso em curvas com inclinagdes

semelhantes podem indicar um mecanismo de toxicidade em comum, enquanto que valores de
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ECso semelhantes em curvas com inclinagfes distintas mostram que um composto pode ser
mais ou menos tdxico do que outro em pontos especificos, em concentracbes maiores ou
menores do que a do ECsq (Landis & Yu 1995).

Em geral, o compartimento ambiental aquatico é considerado o principal receptor de
poluentes. Isso se deve a possibilidade de solubilizacdo e migracdo de agentes quimicos
toxicos do solo e/ou do ar para as fontes de agua (lagos, rios, oceanos, etc.) em decorréncia
de, por exemplo, chuvas (CETESB 2014). De forma compativel, existe uma grande
guantidade de ensaios de toxicidade voltados aos organismos aquaticos, propostos inclusive
por agéncias governamentais (como a CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sao
Paulo e USEPA - United States Environmental Protection Agency) e orgdos voltados a
elaboracdo de normas técnicas - entre eles, ISO - International Organization for
Standardization e ABNT - Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (CETESB 1988,
ABNT 2011, ISO 2012, USEPA 1993).

Os bioensaios com microrganismos empregam, em grande parte, espécies de bactérias, tal
qual a Pseudomonas putida, cujo efeito estudado € a inibicdo do crescimento. Mais
usualmente, sdo utilizadas as espécies aquéaticas bioluminescentes Aliivibrio fischeri (ex
Vibrio fischeri) e Photobacterium phosphoreum, avaliando-se a diminui¢do da emissao de luz
como resposta a exposicao aos agentes quimicos. O desenvolvimento de bioensaios com tais
organismos deve-se ao fato de constituirem métodos praticos, reprodutiveis, diretos, rapidos,
sensiveis e economicamente viaveis, podendo ser utilizados para avaliar a toxicidade de uma
grande quantidade de compostos e amostras ambientais — caracteristicas desejaveis para
viabilizar qualquer bioensaio de toxicidade (Farre & Barcel6 2003).

Por esses mesmos motivos, um dos bioensaios mais utilizados e comercialmente
disponiveis é o Microtox®, desenvolvido em 1979. Como procedimento bésico, a espécie A.

fischeri reconstituida é utilizada para testar a toxicidade de amostras principalmente aquosas -
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por exemplo, efluentes industriais e municipais, agua para consumo ou de chuvas, descartes
perigosos e extratos de sedimentos ou solo. A variagdo da BL é medida em um fotémetro
especifico, com controle de temperatura, antes e depois de periodos geralmente em torno de
15-30 min ou 22 h, a partir dos quais ocorrem 0s efeitos toxicos, respectivamente agudos e
cronicos. Tais efeitos sdo associados aos danos na atividade metabdlica da espécie, sendo
quantificados pela consequente diminui¢do da bioluminescéncia (Brovko 2007, Bulich 1979,
Farré & Barcel6 2003).

Apesar da ampla utilizacdo de bactérias aquaticas em bioensaios com microrganismos,
uma avaliacdo mais completa acerca da toxicidade de agentes quimicos em um ambiente é
idealmente realizada a partir da combinacdo de dados de toxicidade obtidos ndo apenas para
um organismo em um compartimento ambiental, mas para uma juncdo de organismos gque,
juntos, representariam com maior exatiddo a diversidade da flora e fauna em um ecossistema.
Assim, essa “bateria” de testes de toxicidade seria util para levar em consideracdo, por
exemplo, a variedade de sensibilidades em espécies de diferentes grupos taxondmicos e a
diversidade de espécies com relevancias e fungdes ecoldgicas distintas, que entram em
contato com poluentes por meio de diferentes compartimentos ambientais, interagindo com os
contaminantes por diferentes rotas de exposic¢ao (Stephenson et al. 2002).

Embora as bactérias utilizadas em bioensaios e o0s fungos ocupem posicdes na base da
cadeia alimentar, ambos ndo sdo normalmente encontrados no mesmo compartimento
ambiental. Portanto, é natural que desenvolvam mecanismos distintos de defesa e de interacdo
com 0s agentes quimicos, podendo apresentar diferentes respostas bioldgicas em decorréncia
da exposicdo a poluentes toxicos. Considerando a sua funcdo ecoldgica, os fungos seriam
organismos estratégicos para avaliar a toxicidade de compostos no ambiente terrestre,
representando com maior exatiddo espécies que vivem neste compartimento ambiental. Os

testes de toxicidade seriam entdo destinados, entre outras aplicacdes, a avaliacdo de danos
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provocados por poluentes em ambientes contaminados, podendo ser utilizados em conjunto
com os bioensaios utilizando espécies aquaticas, ou ao teste de novos fungicidas, visando
aprimorar a producdo agricola (Weitz et al. 2002, Stevani et al. 2013).

O efeito mais estudado nos bioensaios com fungos é a inibicdo do crescimento, obtida
tipicamente pelas medidas do diametro ou biomassa do micélio (Weitz et al. 2002). Neste
caso, 0 procedimento consiste em homogeneizar 0 agente quimico de interesse, cuja
toxicidade esta sendo testada, em meios de cultura esterilizados e com composicdo definida.
Posteriormente, estes meios sdo inoculados com a espécie em estudo e o crescimento é
medido ap6s um determinado periodo de incubacdo, em condi¢des controladas. Os dados de
tais medi¢cdes sdo comparados com controles, onde ndo houve a adicdo de compostos
potencialmente téxicos ao meio, calculando-se a inibicdo de crescimento em cada
concentracdo testada, o que permite a construcdo da curva de toxicidade e a obtencdo do ECs
(Guillén & Machuca 2008, Donlaporn & Suntornsuk 2010, Devappa et al. 2012, Weitz 2002,
Dambolena et al. 2012).

Apesar de serem mais tradicionais, os bioensaios de toxicidade com base no crescimento
pela medida do didmetro radial do micélio ndo consideram a sua densidade (Hartley et al.
1997, Stevani et al. 2013). Assim, um maior didmetro ndo necessariamente teré relagdo com
um melhor desenvolvimento da espécie, uma vez que o micélio pode apresentar amplo
crescimento horizontal no meio de cultura sem apresentar um crescimento proporcional na
biomassa e, consequentemente, havera uma baixa densidade micelial. Tal resultado foi obtido,
por exemplo, por Guillén e Machuca (2008), que mediram o didmetro e a biomassa do micélio
de 10 espécies fungicas expostas a diferentes concentracdes de cobre (1), identificando que as
especies com maior biomassa ndo correspondiam as espécies com maior didametro radial.

Além disso, o crescimento ndo ocorre somente no plano horizontal, como é considerado

quando se obtém apenas o diametro do micélio, mas também no plano vertical. A medida da
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biomassa, que seria um método para levar em consideracdo o crescimento tridimensional do
micélio, por outro lado, constitui um procedimento pouco pratico, consumindo maior
quantidade de tempo e trabalho (Weitz et al. 2002, Stevani et al. 2013). Isso porque, neste
caso, € necessario separar o fungo por filtracdo (apds fundir os meios de cultura), para
posterior secagem do micélio — que pode durar até 48h - e pesagem (Weitz et al. 2002,
Guillén & Machuca 2008). Depois deste processo, 0s micélios sdo descartados, necessitando
uma quantidade maior de culturas no caso de serem necessarias medidas do crescimento ao
longo dos dias de incubacéo — por exemplo, para avaliar o perfil de crescimento do fungo.

Como alternativa as limitacfes dos bioensaios mais tradicionais, nos quais a inibicdo de
crescimento € avaliada, existem 0s bioensaios baseados na bioluminescéncia, que também
apresentam baixo custo, facilidade de aplicacdo e sensibilidade. Os seus procedimentos sdo
mais simples, rapidos e praticos do que a medida de biomassa e a intensidade da emissao de
luz se relaciona melhor com a densidade e desenvolvimento do micélio do que o crescimento
a partir do diametro radial, cujas medi¢des, por serem obtidas manualmente com réguas ou
paquimetros, podem ser dificeis de interpretar (Mendes & Stevani 2010, Weitz et al. 2002,
Weitz 2007).

Existem dois principais métodos para a realizacdo dos bioensaios com fungos
naturalmente bioluminescentes. Um deles foi proposto por Weitz et al (2002), utilizando
micélios globulares das espécies Armillaria mellea e Mycena citricolor cultivadas por,
respectivamente, 10 e 7 dias, sob agitacdo constante em meios de cultura liquidos. Os autores
avaliaram a toxicidade de metais e fenois substituidos apos 60 min de exposicdo com o
micélio. Por sua vez, Mendes e Stevani (2010) desenvolveram o primeiro bioensaio utilizando
um fungo bioluminescente em meio de cultura solido, no qual os agentes toxicos, ao inves de
serem incorporados aos meios, sdo aplicados diretamente sobre o miceélio ja desenvolvido. Na

metodologia proposta pelos autores, a toxicidade de metais foi avaliada para a espécie G.
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viridilucens apos 10 dias de crescimento nos meios de cultura a base de agar, adotando-se 24
horas como tempo de exposicéo.

Diferentemente dos bioensaios tradicionais, ambos o0s metodos bioluminescentes
descritos acima ndo necessitam de controles separados, permitindo que cada uma das culturas
utilizadas nos testes de toxicidade seja controle de si mesma. Isso ocorre porque 0s poluentes
a serem testados nao necessitam ser diluidos nos meios antes da inoculacdo, como ¢ feito na
metodologia convencional, que utiliza espécies nao bioluminescentes. Alternativamente, 0s
compostos quimicos sdo aplicados apds o desenvolvimento do micélio, que tem a sua BL
medida antes e depois de um determinado tempo de exposi¢do — ou seja, a medida realizada
anteriormente a aplicacdo do agente toxico é utilizada como controle e comparada com o
valor obtido apds a exposi¢do. Tal caracteristica do método favorece maior reprodutibilidade
e diminui erros experimentais associados a possiveis variabilidades entre os micélios que
crescem em placas diferentes. Além disso, é possivel identificar quaisquer anomalias no
desenvolvimento da espécie, relacionadas a questdes ndo envolvidas com os efeitos toxicos
dos poluentes, evitando erros de interpretacdo dos resultados (Mendes & Stevani 2010).

O cultivo em meio liquido afeta em menor escala a biodisponibilidade dos compostos
testados, quando em comparacdo com os meios solidos. Estes, por possuirem &gar e outros
componentes em sua composicao, podem imobilizar os poluentes no meio, podendo afetar os
resultados de ECsg pela alteracdo da biodisponibilidade. Por essa razdo, a toxicidade de um
mesmo composto obtida por bioensaios em meios liquidos é frequentemente maior do que
quando os fungos sdo inoculados em meios solidos (Gadd 1983, Hartley et al. 1997, Mendes
& Stevani 2010). Um exemplo disso sdo os resultados obtidos por Jones e Muehlchen (1994)
para a espécie Thelephora terrestris, que apresentou alta tolerancia a concentracdes de 100-
500 mg/L de cobre em meio sdlido, mas teve seu crescimento inibido sob 200-400 mg/L do

mesmo elemento em meio liquido.
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Por outro lado, o crescimento do micélio em meios liquidos € menos representativo do
seu crescimento natural no solo, e, como consequéncia, os resultados do bioensaio podem
refletir de forma menos exata a toxicidade em situacdes reais de desenvolvimento fungico,
onde a sensibilidade da espécie utilizada pode variar em funcdo do ambiente onde é inoculada
e da sua diferenciacdo no mesmo (Hartley et al. 1997). Consequentemente, 0 bioensaio
proposto por Mendes e Stevani (2010) apresentaria uma maior proximidade com as
caracteristicas dos fungos se desenvolvendo em seu habitat natural, em comparacdo com o
bioensaio desenvolvido por Weitz et al. (2002).

Com as metodologias apresentadas acima, pode-se dizer que os bioensaios com fungos
bioluminescentes representam uma opcao adicional aos bioensaios ja existentes com outras
espécies aquaticas e terrestres, além de ser um complemento as analises quimicas para
quantificacdo e identificacdo de compostos. Desta forma, tais bioensaios representam uma
metodologia viavel que poderia, inclusive, ser utilizada com outras espécies bioluminescentes
seguindo a mesma base de procedimentos, desde que se estabeleca previamente as melhores
condigBes para a sua emissdo de luz. Assim, podem ser ampliados os testes existentes,
voltados a avaliacdo da toxicidade de substancias puras ou misturas, de amostras ambientais e
de fungicidas de interesse comercial para combater fungos basidiomicetos patdgenos (Stevani

et al. 2013, Mendes & Stevani 2010, Weitz et al. 2002).
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho buscou avaliar os efeitos de algumas condi¢des de cultura sobre o
perfil de BL do fungo Neonothopanus gardneri, ajustando-as com foco no desenvolvimento
de um bioensaio de toxicidade. Para estes propositos, 0s objetivos especificos do estudo
foram:

1. Conduzir experimentos preliminares para estudar o comportamento da espécie e
diminuir a dispersao nos valores de BL.

2. Incubar o fungo em diferentes temperaturas, variando também o pH e as
concentracdes de nutrientes (fontes de carbono e de nitrogénio), a fim de identificar condicGes
de cultivo em que o perfil de BL é favoravel a aplicacdo do bioensaio.

3. Avaliar a influéncia do ar atmosférico sobre a BL no procedimento de abertura das
placas, necessario para a aplicacdo de agentes potencialmente toxicos e diluentes sobre o
micelio.

4. Determinar um solvente para 0os compostos cujas toxicidades serdo testadas. Com esta
etapa, buscou-se identificar um diluente que ndo cause efeitos toxicos associados a inibicdo de
BL, para evitar erros na analise dos resultados.

5. Estabelecer o tempo de exposicdo ideal para o bioensaio, equivalente ao periodo
minimo necessario para que a resposta do fungo aos efeitos toxicos seja maxima, sem que
haja influéncia do ar atmosférico ou dos diluentes sobre a BL.

6. Aplicar o bioensaio de toxicidade para dois metais (Cu*? e Cd*?) e dois fendis (fenol e
4-nitrofenol), analisando as suas vantagens e desvantagens frente aos demais bioensaios
desenvolvidos para espécies de fungos bioluminescentes.

Além das etapas supracitadas, este trabalho também apresenta experimentos para
determinar se ocorre absorcdo de fenol e fendis substituidos em meios de cultura, de modo a

alterar significativamente a concentracdo de tais agentes toxicos expostos aos fungos. Os
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compostos testados foram escolhidos com base na sua aplicacio em um bioensaio
desenvolvido anteriormente pelo grupo com outra especie de fungo bioluminescente,

Gerronema viridilucens.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes
Os meios de cultura foram preparados com agua destilada, agar (AgarGel, grau
alimenticio), extrato de levedura (Sigma-Aldrich) e melagco de cana de acUcar (Brix 83,4%,
Pol 49,2%) doado pela Usina S&0 José da Estiva (Novo Horizonte — SP). Melagos
alimenticios da SuperBom® e da Homemade® foram alternativamente utilizados em ensaios
preliminares. Acido citrico anidro (Casa Americana de Artigos para Laboratorio, grau PA) e
Na,HPQ, anidro (Sigma-Aldrich, pureza > 99%) foram empregados em tampdes. Para ajustes
no pH, foram preparadas solucGes de NaOH (Synth, grau PA), H3PO,4 ou H,SO,4 (Merck, grau
PA). Para o bioensaio, foram utilizados 3CdS0O4.8H,0, CuSO4.5H,0, fenol, 4-nitrofenol,
Triton X-100, &cido 2-(N-morfolino)etano sulfénico (tampdo MES, Merck e Sigma-Aldrich,
purezas > 99%) e dimetilsulfoxido (DMSO, Synth, pureza 99,9%). Para a quantificacdo de
fendis em meios de cultura, alem do fenol e do 4-nitrofenol supracitados, foram utilizados
FeCl;.6H,0O (Sigma-Aldrich, pureza > 98%), HCl (Merck, 37,5%), Ks[Fe(CN)s] (Sigma-
Aldrich, pureza > 99%), 2,4,6-triclorofenol, 4-cianofenol, 4-metdxifenol e 4-clorofenol

(Sigma-Aldrich e ACROS, purezas > 98%). Todas as solucbes foram preparadas em agua

ultrapura (MilliQ).

3.2 Materiais e aparelhagem

Uma balanga analitica e outra semi-analitica (Mettler Toledo, modelos AG285 e PB3001-
S, respectivamente) foram utilizadas na pesagem dos reagentes e componentes dos meios de
cultura, preparados em frascos Schott. A esterilizacdo de materiais e meios de cultura foi
realizada durante 30 min. a 121°C, sob pressdo de 1,1kgf.cm™, em uma autoclave vertical
(Phoenix, linha AV). Um bico de biinsen foi adicionalmente utilizado para a esterilizagéo de

algumas das aparelhagens. Todos os procedimentos para o preparo das culturas foram
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conduzidos em um fluxo laminar (Pachane, modelo PCR T2,5), localizado em uma sala
devidamente limpa e submetida a incidéncia de luz UV para descontaminacdo do ambiente.

Culturas do fungo N. gardneri foram inicialmente isoladas a partir de corpos de
frutificacdo coletados no municipio de Altos, na Mata dos Cocais (Fazenda Cana Brava, de
propriedade do Prof. Dr. Ismael Dantas). Amostras da espécie estdo depositadas no herbario
do Instituto de Botéanica, em S&o Paulo-SP, sob o numero de identificacdo SP 416342
(Capelari et al. 2011). Os materiais utilizados na inoculacdo do micélio consistiram em uma
pinca metalica, um fura-rolhas de 3,5 mm de diametro interno, filme plastico de PVC e placas
de Petri descartaveis de plastico (Corning e J. prolab, com 100 mm, 60 mm e 35 mm de
didametro) ou de vidro (com 60 mm e 35 mm de diametro). As culturas preparadas foram
mantidas em camaras climaticas (BINDER, modelos KBF-240 e KB-53, e Tecnal TE-391)
com controle de temperatura e umidade. Para a medicdo da BL fungica, foram utilizados
lumindmetros de tubo (Berthold Sirius) e de microplacas (Tecan Infinite® M200).

As solucBes foram preparadas utilizando béqueres, baldes volumétricos, funis de vidro,
pipetas Pasteur e micropipetas (Eppendorf Research). Um ultrapurificador de agua (Merck-
Millipore, modelo MilliQ Direct 16) forneceu agua destilada e ultrapura. Para facilitar a
solubilizacdo de solidos e homogeneizacdo de solucdes, foi utilizado um banho ultrassdnico
(Elma, modelo 420). Ajustes de pH foram feitos em um pHmetro da marca Marconi, modelo
PA 200. Para verificar se houve absor¢do de fendis em meios de cultura, utilizou-se uma
chapa de aquecimento (Thermo Scientific), laminas de micrétomo, pingas metalicas, tubos de

ensaio, cubetas de vidro e um espectrofotometro UV-Vis (Hitachi, modelo U-2010).

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

Foram preparados tampdes em pH 4, 6 e 8 em &gua ultrapura, ajustando o pH, quando
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necessario, com solucdes 0,1M de NaOH ou H3PO, (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracbes para preparo de tampdes citrato/fosfato.

pH Acido Citrico Na,HPO,
4 11,7 gL (61 mM) 10,9 gL (77 mM)
7,1gL* (37 mM) 17,9 gL (126 mM)
8 0,8 gL™ (4 mM) 27,6 gL™ (194 mM)

3.3.2 Meios de cultura

Nos estudos preliminares sobre a BL, os micélios foram inoculados em meios de cultura
com composicao idéntica a otimizada anteriormente pelo grupo para a espécie G. viridilucens
(Mendes et al. 2008). Neste caso, 0 meio consistiu em 2% de &gar, 0,1% de extrato de
levedura e 1% de melaco de cana de acucar em agua destilada, sendo todas as concentragdes
em m:m.

Os meios de cultura foram preparados em pH 4, 6 e 8, tamponados e ndo-tamponados,
tanto nos estudos preliminares quanto em estudos posteriores. Para o pH 6 ndo-tamponado, 0s
meios foram preparados pela simples pesagem de todos os componentes e verificagdo do pH
que, neste caso, permanece naturalmente no valor desejado, sem necessitar de maiores ajustes.
Para pH 4 e 8, entretanto, foram feitas adaptacGes para evitar a hidrolise do agar durante o
processo de esterilizacdo na autoclave, o que impede a sua solidificacdo apds esfriamento.
Desta forma, para 300 g de meio de cultura, 6 g de agar foram pesados separadamente em 100
g de agua destilada. Em outro frasco, o extrato de levedura e o0 melago de cana de agucar
foram pesados com o restante da agua necessaria, e seus pHs foram ajustados para 3,5 e 11
com NaOH 0,1M ou H,SO4 0,1M. Apenas apds a esterilizacdo, o agar foi adicionado e
misturado aos demais componentes dos meios, que adquiriram respectivos pH finais em torno
de 4 e 8 Os valores de pH ajustados antes da autoclavagem foram identificados

empiricamente, sendo determinados anteriormente pelo grupo. Os procedimentos para preparo
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dos meios tamponados foi idéntico aos descritos acima, apenas substituindo-se a agua
destilada pelas solu¢Bes tampao.

Por ultimo, foram variadas também as concentracfes de extrato de levedura e melaco
(fontes de nitrogénio e carbono, respectivamente), mantendo o pH 6 ndo tamponado. Neste
caso, 0os componentes foram pesados em um mesmo frasco de forma semelhante ao descrito

no primeiro paragrafo desta secao, variando apenas as suas proporgoes.

3.3.3 Diluentes para os agentes toxicos

Foram preparadas as seguintes solu¢cdes em agua ultrapura, a fim de testar possiveis
diluentes para os agentes toxicos avaliados nos bioensaios de toxicidade: Triton X-100 0,05%
(m:v); DMSO 0,1% (v:v) e Triton X-100 0,01% ou 0,05% (m:v) tamponado com MES 9,8

gL™ (50 mM). Os pHs foram ajustados em 5,7 com solugées 0,1M de NaOH ou H,SO..

3.3.4 Solugdes de fenois e cations metélicos

Foram preparadas solucBes estoque de Cu*?, Cd*?, fenol e 4-nitrofenol pela sua
solubilizacdo na solucdo de Triton X-100 0,01% (m:v) tamponada com MES 50 mM (pH
5,7). Aliquotas destas solugdes foram diluidas no mesmo solvente para serem aplicadas sobre

0 micélio nos testes de toxicidade (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdes das solucgdes estoque e faixas de concentracdo das solucdes de teste,
as quais os micélios foram expostos.

Faixas de concentracéo:

Agente toxico  Sal de origem  Soluces estoque .
solucdes de teste

Cu*? CuS045H,0 12,5 gL™ (50 mM) 2,56x103-6,2 gL (0,01-25 mM)
Cd*? 3CdS04.8H,0 153gL*(20mM)  7,7x10™-0,38 gL (0,001-0,5 mM)
fenol - 0,94 gL (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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3.3.5 Solugdes para o método de quantificacéo dos fendis em meios de cultura
Para esta etapa paralela, utilizou-se como diluente uma solucdo de Triton X-100 0,05%
(m:v) em &gua ultrapura, com pH ajustado em 5,5 com NaOH 0,1M ou H,SO,4 0,1M. Este € o
mesmo diluente adotado por Mendes e Stevani (2010) no bioensaio desenvolvido para o
fungo G. viridilucens, razao pela qual foi adotado nesta secdo de experimentos. Do mesmo
modo, foram preparados meios de cultura com pH 6, na composi¢do otimizada por Mendes et
al. (2008), vide descri¢do na secdo 3.3.2. Para o0s testes que buscaram avaliar a absorcdo dos
analitos pelos meios, foram preparadas solugdes individuais de 6 fendis, cuja toxicidade foi
testada anteriormente pelo grupo (Tabela 4). As faixas de concentracdo foram selecionadas

por estarem ao redor do ECs encontrado para a espécie supracitada.

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

Faixas de concentracgéo:

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

Para a reagdo colorimétrica que permitiu a quantificacdo dos fendis, 27 gL™ (0,1 M) de
FeCl3.6H,0 e 2,6 gL (8 mM) de Ks[Fe(CN)g] foram dissolvidos, respectivamente, em
solugdo aquosa de HCI 0,1 M e agua ultrapura. Curvas de calibragcdo utilizadas na
quantificacdo dos analitos foram feitas pela diluicdo dos fendis no diluente Triton X-100
0,05% (pH 5,5). Tais solugdes foram preparadas em concentragcdes 1000 vezes menores do

que as faixas de concentracdo da Tabela 4, considerando as etapas de diluicdo necessarias
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para a aplicacdo do método de quantificacdo. Para isso, foram preparadas novas solucgdes

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

3.4 Procedimentos de inoculacéo

Logo apos a esterilizacdo na autoclave, os meios de cultura e os materiais para inoculacédo
(fura-rolhas e pinca) foram transferidos para o fluxo laminar, previamente limpo com alcool
70% e descontaminado internamente com luz UV durante 30 min — esta foi incidida por 5 min
também em toda a area da sala onde fica alocado o equipamento, por meio de uma lampada
externa. Placas de Petri descartaveis foram adquiridas ja esterilizadas, dentro de embalagens
plasticas fechadas. Ainda assim, o exterior destas embalagens foi limpo com alcool 70% e
exposto a radiagdo UV antes da sua abertura. Quando utilizadas, placas de vidro foram
esterilizadas na autoclave.

Tanto os materiais quanto os meios de cultura foram mantidos no fluxo laminar fechado,
sob luz UV, por um periodo de 40-50 min, para que resfriassem e pudessem ser manipulados.
Os meios (resfriados até 40-50°C apds autoclavar) foram transferidos para placas de Petri
esterilizadas com didmetros de 100 mm (utilizadas na manutencéo e preparo de novas
culturas) e de 35 mm ou 60 mm (para as leituras de BL). O periodo necessario para a
solidificacdo do &gar, cerca de 15-20 min, também ocorreu sob incidéncia de luz UV, para
evitar contaminacdes.

A inoculagéo de novas culturas foi feita a partir de um micélio incubado durante 14 dias
em uma placa de 100 mm. Este foi perfurado com um fura-rolhas de 35 mm de didmetro
interno, adicionalmente esterilizado na chama de um bico de Biinsen. O inoculo foi, entéo,
transferido para 0 meio recém-preparado com o auxilio de uma pin¢ca metalica, também
esterilizada na chama antes de ser utilizada. As placas foram vedadas com filme pléastico de

PVC e mantidas no escuro em camaras climaticas com controle de temperatura e umidade.
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Para evitar variacOes de BL, causadas pela ambientacdo do fungo a novas condigdes, todas as
culturas cuja emissdo de luz foi quantificada foram feitas a partir de micélios ja incubados em
condicdes idénticas de cultivo (ou seja, mesmas temperaturas, pH, umidade e concentracdo de

nutrientes).

3.5 Estudos preliminares sobre a BL

Em estudos iniciais, foram variados alguns parametros relacionados aos procedimentos e
materiais para a inoculacdo do fungo N. gardneri e medicdo da BL. Entre eles:

a. Desenvolvimento de suportes em madeira para o luminémetro de microplacas,
especificos para comportar apenas uma placa de Petri por vez, com diametros de 35 mm ou 60
mm. Os suportes foram feitos pela equipe de manutencdo do 1Q-USP, sendo utilizados em
substituicdo a outro suporte desenvolvido anteriormente pelo grupo, o qual permite a leitura

simultanea de 4 placas de 35 mm fechadas (Figura 7).

Figura 7. Suportes utilizados nas medicdes de BL das placas. A esquerda: suporte para 4
placas, utilizado anteriormente pelo grupo para medir a BL da espécie G. viridilucens. A
direita: suporte adaptado para medicdo individual das placas com o fungo N. gardneri.

O lumindmetro supracitado quantifica a luz por pogos individuais, abrangendo uma area
que cobre ndo apenas a superficie dos micélios, mas também toda a regido sobre o suporte.

Desta forma, a substituicdo foi feita para testar se a leitura individual das culturas ¢ melhor
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para a espécie N. gardneri, uma vez que sua BL é mais elevada do que a de outras espécies
cultivadas pelo grupo.

b. Variacdo preliminar das temperaturas de incubacdo, mantendo as culturas sob 18°C;
25°C e 32°C, e do pH dos meios 4, 6 e 8, com e sem adicao do tampé&o acido citrico/fosfato.

c. Adicdo de 500 pL de agua ultrapura esterilizada sobre cada meio de cultura no
momento da inoculacéo.

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

e. Alteracdo do material e tamanho das placas de Petri, substituindo o plastico por vidro
e medindo a BL também em placas de 60 mm de diametro.

f. Alteracdo na procedéncia do melaco, utilizando os melagos comercialmente
disponiveis da Superbom® e Homemade® ao invés do melaco da usina S&o José da Estiva,

Novo Horizonte, SP.

Em todos os casos descritos acima, a BL foi medida em triplicata ao longo de periodos
entre 7 e 30 dias, seguindo os procedimentos descritos anteriormente para inoculagdo e
preparo dos meios de cultura (vide itens 3.3.2 e 3.4). Foi mantida a composi¢do de 2% de
agar; 0,1% de extrato de levedura e 1% de melaco de cana de acucar, adotando cada uma das
temperaturas e valores de pH descritos no item b. Com excecédo do item d, todas as medigdes
foram feitas no luminémetro de microplacas utilizando o suporte mostrado a direita na Figura

7.

3.6 Efeito das condicdes de cultura sobre a BL

Em uma primeira etapa, foram variadas as temperaturas e 0 pH dos meios em placas de
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Petri descartaveis de 35 mm, incubando as culturas em 25, 30 e 35°C em meios nédo
tamponados com pH 4, 6 e 8. Posteriormente, nas condi¢cdes mais favoraveis de temperatura e
pH, foram variadas as concentrac6es das fontes de carbono (melago 0,2%, 1% e 5%, em m:m)
e nitrogénio (extrato de levedura 0,02%, 0,1% e 0,5%, em m:m). Todos os fatores foram
variados individualmente, com a alteracdo de apenas um parametro por vez, mantendo a
concentracdo de agar em 2% (m:m). A BL foi quantificada ao longo de 13 dias de incubacgéo
em quatro replicatas. Gréaficos de BL em funcdo do tempo de incubacdo foram feitos para
obtencdo dos perfis de BL em cada condicéo.

Para as medicOes da emissdo de luz, as culturas foram acondicionadas e transportadas em
caixas de isopor fechadas, com temperatura interna igual a temperatura de incubacdo. As
culturas foram mantidas por, no maximo, 10 min fora das camaras climaticas, a fim de evitar
variaces de luz em virtude de diferencas na temperatura. As medicdes de BL foram feitas
sempre no mesmo horario, levando em consideracdo um possivel ritmo na emissdo de luz,
proposto por Berliner (1961) e confirmado por Oliveira et al. (2015). Ainda para evitar
alteracfes na BL, evitou-se a0 maximo expor as culturas do bioensaio a luminosidade, uma
vez que algumas diferencas no crescimento e BL de micélios expostos a luz durante o periodo
de inoculacdo foram encontradas por Bermudes et al. (1990). Os mesmos cuidados foram
tomados para os procedimentos do bioensaio, descritos a seguir.

VariagGes no pH dos meios de cultura, causadas pela secrecdo de metabdlitos ao longo do
tempo de incubacdo, foram monitoradas dentro das condic¢des de cultivo que resultaram na
maior emissao de luz e no melhor perfil de BL. Para isso, 0s meios de cultura foram separados
do micélio com um bisturi e segmentados horizontalmente ao meio com uma lamina metalica
de micrétomo. Para cortes uniformes e mais precisos, foi utilizado um molde fabricado pela
equipe de manutencdo do 1Q-USP, construido a partir de uma placa de petri de 35 mm cortada

ao meio. As se¢Oes superiores e inferiores dos meios foram transferidas separadamente com
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um pinca metalica para frascos de vidro, onde foram liquefeitas com o auxilio de uma chapa
de aquecimento. O liquido resultante foi entdo avolumado para 2,0 mL com agua deionizada,

a fim de medir, na temperatura ambiente, o pH dos meios em cada uma das se¢des.

3.7 Desenvolvimento do bioensaio

O micélio foi cultivado durante 7 dias nas condicBes ideais em placas de Petri
descartaveis de 35 mm de didmetro. Para avaliar a influéncia do ar atmosférico sobre a
emissdo de luz, as placas permaneceram abertas durante 15 s, sendo novamente fechadas em
seguida. Para determinar o diluente mais adequado para os agentes toxicos, foram
individualmente adicionados sobre o micélio 500 pL das solucdes especificadas no item 3.3.3.
As emissdes de luz foram medidas apds 0,5; 1, 2, 4, 6, 8 e 24 h de exposicdo, em triplicata. Os
resultados da BL nas placas expostas ao ar e aos diluentes foram comparados entre si e com a
emissdo de luz em culturas expostas a 500 pL de solugbes individuais de cobre e de fenol em
agua ultrapura (respectivamente, 50 mM e 10 mM; pH 5,7). Estes dados também foram
critério para estabelecer o tempo necessario de exposi¢cdo para o bioensaio.

Os bioensaios de toxicidade foram realizados para Cu?*, Cd®*, fenol e 4-nitrofenol nas
concentracdes descritas no item 3.3.4. O procedimento consistiu em, primeiramente, medir a
BL de todas as placas antes da sua abertura, no 7° dia de incubagéo, para verificar a preciséo
na emissdo de luz do conjunto de culturas. No mesmo dia, foram aplicados 500 pL de
solucBes individuais dos agentes toxicos sobre os micélios. Na aplicagdo, as culturas foram
levemente agitadas por 15 s para espalhar uniformemente as solugdes por toda a superficie do
micélio. A BL foi medida ap0s 24 h de exposicao — neste periodo, as culturas foram mantidas
fechadas e no escuro, nas mesmas camaras climaticas onde foram incubadas.

A inibicdo da bioluminescéncia foi determinada pela comparacdo com placas controle,

onde foram aplicados 500 pL de diluente (solugdo tampéo de MES 50 mM em solucdo aquosa
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de Triton X-100 0,01%; pH 5,7). As placas controle e as placas de teste foram escolhidas de
modo a sempre possuirem emissdes de luz semelhantes antes da sua abertura, apresentando
desvios inferiores a 15% entre si. Algumas placas foram mantidas fechadas, para avaliacdo de
quaisquer mudancas no perfil de BL ndo relacionadas ao bioensaio e que pudessem
influenciar os resultados finais. Os valores de ECs, foram calculados com base na curva de

toxicidade, representada por um grafico de concentracdo em escala log versus BL inibida.

3.8 Quantificacdo de fenol e fenois substituidos em meios de cultura

Um volume de 500 uL das solucdes de fendis descritas no item 3.3.5 foram aplicadas
individualmente em meios de cultura ndo inoculados, mantidos nas mesmas condigdes
especificadas por Mendes et al. (2008) e Mendes e Stevani (2010) para a incubacédo da espécie
G. viridilucens — ou seja, meios com pH 6 contendo 2% de agar, 0,1% de extrato de levedura
e 1% de melaco, mantidos em 25°C em placas de 35 mm por 10 dias.

Os experimentos foram feitos em triplicatas e, apds 24 horas, a superficie dos meios de
cultura foi lavada com 4,5 mL de diluente (Triton X-100 0,05% em &gua ultrapura, 0 mesmo
usado para os bioensaios com o fungo G. viridilucens). Os meios de cultura foram, ent&o,
cortados horizontalmente ao meio com uma lamina metalica de micrétomo. Para cortes
uniformes e mais precisos, foi utilizado um molde fabricado pela equipe de manutencédo do
IQ-USP, construido a partir de uma placa de Petri de 35 mm cortada exatamente na metade da
altura total dos meios de cultura. Para padronizacgdo dessa altura, os meios foram adicionados
nas placas sempre em um volume de 3 mL. As secdes superiores e inferiores foram
transferidas para frascos de vidro, onde foram fundidas em chapa de aquecimento. Em todos
0s procedimentos, 0os meios foram manipulados com uma pinga metélica para evitar
contaminacgdes. Controles foram preparados aplicando 500 pL das solugdes individuais dos

fenois sobre meios de cultura e lavando-as com 4,5 mL de diluente logo em seguida. As
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solugdes resultantes foram armazenadas em frascos de vidro no mesmo local que as placas de
Petri onde os fenois mantiveram-se expostos aos meios, para analise de todas as amostras no
mesmo periodo de tempo.

Os fendis nas duas secdes dos meios cortados e nas solucdes lavadas da sua superficie
foram quantificados pelo método espectrofotométrico denominado “Azul da Prussia”,
proposto por Budini (1980). Para isso, aliquotas de 125 pL (para o 2,4,6-triclorofenol) ou 25
WL (para o restante dos analitos) dos meios de cultura liquefeitos ou das solucdes lavadas das
suas superficies foram adicionadas em tubos de ensaio contendo 100 pL de FeCl; 0,1M em
HCI 0,1M; 100 pL de Kj3[Fe(CN)s] 8mM e uma quantidade suficiente de diluente para
completar um volume final de 2,5 mL. A quantificacdo foi feita em 700 nm apds estabilizacdo
da cor da solucdo, em periodos de 120, 90, 30 e 10 min para, respectivamente, fenol, 4-
clorofenol, 2,4,6-triclorofenol e 4-metoxifenol. Para o 4-nitrofenol e 4-cianofenol, as reacdes
ndo ocorreram, mesmo apos 2 h de espera. A absorbancia dos analitos foi obtida apos
subtracdo da absorbancia dos respectivos brancos (preparados de acordo com 0s mesmos
procedimentos, mas sem adicao dos fendis).

A quantificacdo foi feita a partir de curvas de calibracdo construidas em triplicata para
cada composto, pela diluicdo em Triton X-100 0,05% dentro da faixa de concentracdo obtida
apos os procedimentos envolvidos na aplicacdo do método, conforme mencionado no item

3.3.5.

3.9 Tratamento dos dados

O programa Microsoft Excel 2010® foi utilizado na aquisicdo dos dados. O software
Origin® 7.0 foi empregado para construir os graficos de perfis de BL e curvas de toxicidade.
Os valores de BL foram obtidos pela somatoria dos 384 pontos individuais medidos pelo

lumindmetro de microplacas sobre toda a area do suporte deste equipamento, onde s&o
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colocadas as placas de Petri com as culturas. Os resultados foram apresentados como média +
desvio padrdo, analisando também os desvios percentuais entre as replicatas (desvio padrédo
dividido pela média, multiplicado por 100). Para o estudo do efeito das condi¢fes de cultura
sobre a BL, os graficos foram melhor ajustados utilizando o modelo sigmoidal de Boltzmann,
para crescimento exponencial, exceto para as culturas inoculadas em meios de pH 6 com 2%
de agar, 1% melaco e 0,02% ou 0,5% de extrato de levedura, mantidas sob 25°C. Neste caso,
0 ajuste mais adequado foi 0 de modelo de Edgeworth-Cramer (ECS). A forma das curvas no
perfil de BL foi determinante para selecdo das melhores condicdes de cultura a serem
adotadas nos procedimentos posteriores.

Para 0 ajuste das curvas de toxicidade do bioensaio, foi utilizado um modelo de
concentracdo-resposta, utilizando a funcdo Logistic, a partir da qual o ECs foi calculado de
acordo com a equacao 1 apresentada abaixo. Nesta equacdo, BLinb, € 0 valor da BL inibida
pela interacdo com o agente toxico na concentragdo C, BL™i, e BL®@, sdo os valores
minimos e maximos de inibicdo da BL, ny € o nimero de Hill, que equivale a inclinacdo da

curva de toxicidade, e ECsp é a concentracdo mediana efetiva (Mendes & Stevani 2010).

B baixa _ B alta
_ inib inib It eq. |
BL;p = ny, + BLb .
1+ C
ECs,

Quando necessario, o eventual descarte de valores de BL foi feito utilizando um teste t
Weisberg (intervalo de confianca de 95%), apropriado para a identificacdo de outliers em
pequenos conjuntos de dados (Seely et al. 2003).

As concentragdes dos fenois analisados por espectrofotometria foram calculadas a partir

da equacdo da reta das curvas de calibracdo, com R? (coeficiente de determinacdo) > 0,98, de
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acordo com a equacdo A = IxC + B, onde: A € a absorbancia; | € a inclinacdo da reta; C é a

concentracdo de fenol e B é o0 ponto onde a reta intercepta o eixo y.

3.10 Residuos

Os residuos quimicos gerados nos experimentos foram segregados por compatibilidade e
estado fisico, sendo acondicionados em embalagens plasticas para posterior envio a central de
residuos do 1Q-USP para reaproveitamento ou descarte. Os micélios foram mortos com
solucdo de hipoclorito de sodio na concentragdo de 2,0-2,5% (&gua sanitaria de uso
domestico) e os meios de cultura, inoculados e ndo inoculados, foram posteriormente

descartados como lixo biologico.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Estudos preliminares
O micélio do fungo N. gardneri foi isolado em meios de cultura no ano de 2008, a partir
de corpos de frutificagdo encontrados em Altos, PI. Por se tratar de uma espécie de ocorréncia
atualmente conhecida apenas em territorio nacional e com cultivo relativamente recente em
laboratdrio, ndo existem ainda trabalhos publicados sobre o comportamento e a intensidade da
sua BL em diferentes condicdes de inoculacdo e cultivo. Neste contexto, para ampliar os
conhecimentos na respectiva area de estudo, o micélio da espécie supracitada foi inicialmente
cultivado variando a temperatura de incubacéo (18, 25 e 32°C) e o pH dos meios de cultura (4,
6 e 8, com e sem adicdo de tampdo de &cido citrico/fosfato). Nesta primeira etapa do trabalho,
foi mantida a composicdo 2% de agar-agar (m:m), 0,1% de extrato de levedura (m:m) e 1% de
melaco de cana de acgucar (m:m), conforme descrito na secdo de materiais e métodos. A ndo
ser quando mencionado de outro modo, no momento da inoculacdo foram adicionadas 10
gotas (=500 pL) de agua destilada esterilizada sobre os meios de cultura solidificados,
seguindo os procedimentos adotados pelo ex-aluno do grupo, Dr. Luiz Fernando Mendes
(2010). Com isso, buscou-se manter umidade constantemente elevada no interior das placas
de Petri onde o fungo é inoculado, evitando possiveis flutuacdes na BL devido a desidratacdo
do organismo.
O micélio ndo se desenvolveu quando incubado a 18°C ou em meios tamponados de pH 6
e 8, razdo pela qual ndo foram realizadas medicGes nestes casos. Por outro lado, foram obtidos
valores de BL com altos desvios experimentais (superiores a 20%) em cada uma das demais
condicBes. Devido a baixa precisdo dos dados, ndo foi possivel, em um primeiro momento,
obter resultados conclusivos que permitissem o ajuste das condi¢des de cultivo para o
posterior desenvolvimento do bioensaio de toxicidade. Como consequéncia, foi necessario
incluir no presente trabalho uma nova etapa de experimentos para compreender melhor

algumas das caracteristicas da espécie - ou, mais especificamente, identificar a origem dos
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desvios padrao elevados e reduzir a variabilidade na emissdo de luz entre as replicatas.

Em virtude do exposto acima, antes de prosseguir com 0s objetivos principais do estudo,
foram preliminarmente alterados alguns pardmetros relacionados aos procedimentos,
materiais e condi¢bes de cultivo. A seguir serdo apresentados os resultados de cada uma das
alteracbes realizadas, até a efetiva diminuicdo nos desvios padrdo, que permitiu a
continuidade dos estudos com a espécie. Nem todas as modificacGes propostas mostraram-se
eficazes para aumentar a precisdo das medidas, mas, ainda assim, todas as possibilidades

testadas sdo mostradas e discutidas nesta secdo, para evidenciar o trabalho realizado.

4.1.1 Alteracdo do equipamento de quantificacao

Um lumindmetro de microplacas foi originalmente empregado para medir a BL da
espécie N. gardneri devido a sua utilizacdo anterior em trabalhos com o fungo G. viridilucens
(Mendes et al. 2008, Mendes & Stevani 2010). Tal equipamento quantifica os fétons emitidos
em até 384 pontos, localizados sobre um suporte que comporta as placas de Petri. Como essa
leitura por “pogos” nao permite a medicao da BL sobre toda a area do micélio, foi investigado
se esta técnica de aquisicdo de dados seria, especificamente para a espécie em estudo, uma
possivel fonte de erros experimentais. Neste caso, a posi¢ao e/ou 0 nimero limitado de pontos
quantificados pelo luminémetro de microplacas poderiam interferir na intensidade da luz
medida em cada replicata - por exemplo, se a BL fosse mais ou menos intensa de acordo com
a regido do micélio.

Um lumindmetro de tubo (Berthold Sirius) foi testado como método alternativo de
analise, por permitir a leitura da BL em sua totalidade — neste caso, os resultados sdo
fornecidos nédo pela somatdria de pontos individuais, mas pela quantificagdo homogénea dos
fotons totais oriundos de toda a superficie das placas. Ainda assim, os dados obtidos ao longo

de 9 dias de incubagéo (vide apéndices A e B) evidenciaram que 0s desvios permaneceram
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elevados nas leituras realizadas em ambos 0s equipamentos - a varia¢do percentual na BL em
triplicata foi de 10-238% e 3-200% para os luminbémetros de tubo e de microplacas,
respectivamente.

Tais dados indicam que o metodo de medicdo ndo foi a principal causa da falta de
precisdo nas analises. Portanto, ainda que a quantificacdo da BL em toda a area do micélio
seja mais vantajosa do ponto de vista analitico, as leituras com o luminémetro de microplacas
foram mantidas nos experimentos posteriores. I1sso se deve a inviabilidade de uso do outro
equipamento nos bioensaios de toxicidade, pois seria necessario inverter a posicdo das placas
para realizar as leituras (a deteccdo de luz é feita por baixo). Inevitavelmente, as solucbes
aplicadas sobre o micélio nos procedimentos do bioensaio seriam derramadas sobre as tampas
das placas, afetando as medidas. Alternativamente, o descarte de tais solugbes antes das
medicdes implicaria em possiveis alteracGes na BL quando as placas fossem abertas, devido
ao contato direto do micélio com o ar atmosférico externo.

Outra razdo para a continuidade de uso do luminémetro de microplacas é dada em virtude
da grande quantidade de fétons emitidos pelo fungo N. gardneri: em casos com maior
emissdo de luz (intensidade superior a 20 milhdes RLU - “Relative Light Unit”), ha uma
saturacdo do detector do luminémetro de tubo, que € mais sensivel em relacdo ao
luminémetro de microplacas. Com isso, a intensidade da BL seria limitada em fungdo do
equipamento, comprometendo a quantificacdo dos fétons emitidos nas condi¢fes otimizadas

para o bioensaio de toxicidade.

4.1.2 Adaptacéo do suporte de placas do lumindmetro
Em estudos anteriores do grupo as medic¢des da BL do fungo G. viridilucens foram feitas
com o auxilio de um suporte (Mendes et. al 2008, Mendes & Stevani 2010, Mendes 2010),

que permite a leitura simultéanea de 4 placas de 35 mm fechadas (Figura 7, a esquerda). Este
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foi inicialmente utilizado também para o fungo N. gardneri, mas a sua BL visivelmente mais

intensa (Figura 8) levantou duvidas quanto a propagacdo dos fotons em areas vizinhas,

correspondentes a regides ocupadas por diferentes micélios.

Figura 8. Micélios dos fungos N. gardneri (A), G. viridilucens (B) e Mycena lucentipes (C)
com idades idénticas, inoculados nas mesmas condi¢Ges de cultura. Fonte: adaptado de
Ventura et al. (2015).

A possibilidade de interferéncia entre as culturas foi confirmada com a fabricacdo de um
novo suporte, elaborado para comportar apenas uma placa de 35 mm na posicéo centralizada
(Figura 7). A BL da espécie N. gardneri se propaga ao longo de uma area consideravel do
suporte (cerca de 30-35%, vide Figura 9). Tal fato mostra que a analise individual das culturas
é preferencial para evitar interferéncias ou perdas de fétons na quantificacdo da BL, sendo
mais confidvel do que a medicdo simultanea dos micélios em posicBes ndo centralizadas. Por
esse motivo, todos os experimentos das se¢Oes a seguir foram conduzidos utilizando o suporte
individual de placas, somando todos os 384 pontos sobre 0 mesmo para obter uma BL total.

Apesar disso, os desvios padrdo ainda altos na maior parte dos casos (>20%, chegando a
148%, conforme Apéndice C) indicaram que um fator adicional estaria envolvido na baixa
precisdo das medidas. Portanto, os experimentos para diminuir ainda mais a variabilidade nos

valores de BL prosseguiram, conforme descrito a seguir.
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Figura 9. Matriz da distribuicdo média da BL sobre o suporte individual para placas de
35mm, cultivando o micélio em 32°C e pH 6. Nota-se que maior parte da luz vem do centro
da cultura.
4.1.3 Alteracdo no tamanho e material das placas

As inoculagdes para as medidas de BL foram feitas também em placas de 60 mm, para
verificar se, crescendo em uma area maior, as culturas sofreriam menos interferéncia do
suposto acimulo de CO, produzido pelo organismo. Adicionalmente, buscou-se avaliar se 0
perfil de emisséo de luz se manteria em patamar maximo mais constante em virtude da maior
superficie para a expansdo do micélio. O que foi observado desde o inicio, mesmo com o0s
desvios padrdo elevados, é que a BL apresenta um crescimento rapido, decrescendo também
abruptamente em um periodo de 24 horas (usualmente). Esta oscilacdo de valores em curto
prazo é imprevisivel, impedindo uma condicdo estavel o suficiente para a realizagdo de um

bioensaio (Apéndices A-D).
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Com base no exposto acima, foi levantada a hipdtese de o maior volume de ar no interior
das placas de 60 mm resultar em um acimulo menor ou mais demorado do CO, - este gas
poderia diminuir a disponibilidade do O, para o fungo, diminuindo a BL e influenciando,
desta forma, na sua intensidade e precisdo. Além disso, as placas maiores contém mais meio
de cultura, o que poderia favorecer a disponibilidade de nutrientes por periodos mais
prolongados, além de diluir em maior escala os subprodutos eliminados em processos
metabolicos, que poderiam causar diminui¢do na BL em concentraces altas.

Para as andlises, foi fabricado outro suporte individual, especifico para as placas de 60
mm, e as leituras foram feitas com as culturas incubadas somente na temperatura
intermediaria de 25°C, como forma de teste inicial. Os dados obtidos evidenciaram que o
aumento no diametro das placas ndo foi favoravel a resolucdo do problema com os altos
desvios, cujos valores percentuais se mantiveram superiores a 20% na maior parte dos casos,
variando de 7,1% a 115,2% (Apéndice E). Em comparacdo com os resultados anteriores, a
alteracdo proposta também ndo causou uma mudanca visivel no comportamento da BL
(Apéndice F). Foi considerado, entdo, que a inoculagéo nas placas de 60 mm ndo proporciona
uma alteracdo suficiente no volume e area dos meios de crescimento ou na concentragdo de
gases em contato direto com o micélio — ou, ainda, estes fatores ndo sdo determinantes para
que o fungo passe a emitir luz de forma constante e com preciséo entre replicatas.

A alteracdo no material das placas foi feita de modo paralelo ao aumento de didmetro,
substituindo-se o plastico por vidro. Neste caso, foi levantada a possibilidade do vidro
permitir uma menor troca com o ambiente externo, no sentido de impedir mais eficientemente
que o vapor de agua saia das placas (por exemplo, por difusdo). Desta forma, seria mantida
uma maior umidade interna em contato com o micélio ao longo da incubacéo, favorecendo,
em teoria, a sua emisséo de luz.

Um teste inicial foi feito com placas de vidro de 60 mm, incubando o fungo na
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temperatura de 25°C e em meios com pH 6. Os resultados indicaram que os desvios foram,
em média, menores do que nos demais casos com as placas de mesmo didametro. Ainda assim,
as variagOes percentuais mantiveram-se acima de 20% na metade dos casos (variando de
11,7% a 40,5%, conforme Apéndice E).

Por se tratar de um material de uso menos pratico e quantidade mais limitada no
laboratério, em um primeiro momento ndo foram testadas mais condi¢bes além da
supracitada. No entanto, para uma resposta conclusiva acerca da melhoria ou ndo na precisao
das medidas com as placas de vidro, seria necessario repetir os procedimentos testando mais
condicdes de cultura. Entretanto, antes que tais experimentos pudessem ser continuados, 0
melaco utilizado nos trabalhos, doado gentilmente pela Usina S8o José da Estiva (USJE,
Novo Horizonte — SP), foi totalmente consumido e necessitou ser substituido. O
prosseguimento da investigacdo sobre as causas da variabilidade na BL passou a depender,
entdo, da adaptacéo e teste de novas fontes de carbono, conforme abordado na secéo 4.1.4.

Em todo caso, as placas de 35 mm continuaram a ser utilizadas nos ensaios posteriores, ja
que com estas havia menor tempo de espera para crescimento. Além disso, a emissdo de luz
para locais fora da area do suporte (ou seja, fora da area de alcance do detector do
equipamento) era mais comum nas placas de 60 mm. Consequentemente, a sua aplicacdo em
bioensaios se tornaria mais desvantajosa, devido a possivel diminuicdo na intensidade da BL

quantificada pelo luminémetro.

4.1.4 Alteragédo no melago

O melago de cana doado pela USJE é a fonte de carbono utilizada em todos os trabalhos
desenvolvidos no Laboratorio de Bioluminescéncia de Fungos do 1Q-USP (LBF). Por néo ser
um produto comumente comercializado, apos o seu consumo total buscou-se outras fontes de

carbono que fossem mais acessiveis aos que tivessem interesse em reproduzir as metodologias
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desenvolvidas no LBF. Como alternativa, foram testados melados de cana alimenticios.

Para fins de nomenclatura, a ANVISA (2005) define melado como “0 produto obtido pela
concentracdo do caldo de cana-de-acUcar (Saccharum officinarum L.) ou a partir da rapadura
derretida”. O melago, por sua vez, ¢ definido pela mesma agéncia como “um subproduto
resultante da producao de acucar” (ANVISA 2005). Apesar dessa diferenciacdo, optou-se por
utilizar os melados de cana nos meios de cultura porque estes sdo facilmente encontrados no
mercado e, em comparacdo com outras fontes de carbono, possuem caracteristicas mais
semelhantes as do melaco utilizado originalmente. Além disso, esses produtos séo fabricados
dentro de especificacfes padronizadas, com maior controle na sua composicao e concentracao
total de aclcares. Foram testados os produtos das marcas Superbom® e Homemade®, mas
ambos resultaram em crescimentos menores, acompanhados de uma diminuicdo na BL e um

aumento brusco na producéo de melanina (Figura 10).

Figura 10. Culturas de N gardneri ap6s 14 dias de inoculagdo sob 25°C em meios de pH 6
contendo melado da Homemade® nas concentracOes de 1% (A), 2% (B) e 3% (C) e melado da
USJE nas concentragdes de 1% (D), 2% (E) e 3% (F).
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A melanina é um pigmento liberado pelo fungo como indicativo visivel de estresse e
auxilia na sobrevivéncia dos organismos em condigdes consideradas agressivas (Gadd 1993).
Apesar da forte pigmentacéo, o pH do meio, que € um dos fatores que poderiam implicar na
producdo do composto supracitado como mecanismo de defesa, ndo foi alterado
significativamente entre os produtos testados: manteve-se em cerca de 5,5 para os melados
comerciais e 6,02 para 0 melaco doado pela USJE. Na tentativa de adaptar o fungo a nova
composicao dos meios de cultura, foram feitas mais de quatro inoculagdes a cada 15 dias, ndo
havendo diminuicdo na pigmentacdo e crescimento mais acentuado do micélio. Isso indica
que algum outro componente, em excesso ou em falta, pode ter causado a reacdo de defesa no
fungo.

Os melados, voltados ao consumo humano, sdo visivelmente menos viscosos e possuem
uma coloracdo mais clara do que o melaco utilizado originalmente neste trabalho. Isso indica
que o produto doado pela USJE, naturalmente considerado um subproduto de processo,
provavelmente ndo passou pelos mesmos procedimentos de refino e tratamento. Este fator
pode implicar em diferencas na pureza e, consequentemente, na concentracdo de nutrientes
em ambos os produtos (melados e melaco). Neste sentido, uma possivel explicacdo para 0s
resultados obtidos com os melados é a sua composi¢do, que para atender as especificacdes de
consumo humano, pode conter quantidades diferentes de sacarose e/ou outros compostos
essenciais ao desenvolvimento fungico. Vale ressaltar, ainda, que de acordo com a ANVISA
(1978; 2005) nao ha especificacdo para a quantidade de sacarose em melados. Em consulta as
empresas, apenas a Homemade® deu retorno, confirmando que essa caracteristica ndo é
utilizada como controle de qualidade.

Com os resultados apresentados acima, ficou evidente que ndo seria possivel utilizar os
melados como fontes de carbono. Pela mesma razdo, dado que o estresse nas culturas era

evidente, ndo foram conduzidas medi¢des de BL com os produtos comerciais. Para o
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prosseguimento do trabalho, optou-se pela utilizacdo de um novo melago com especificacdes
semelhantes ao empregado originalmente, novamente doado pela USJE. Foram controlados o
BRIX (s6lidos sollveis, 83,40%); POL (teor de sacarose aparente, 49,21%); acidez (5,6 gL ™);
pureza (relacdo POL/Brix, 59%) e A.R.T. (acUcares redutores totais, 60,65%) — para melados
alimenticios, as caracteristicas fisico-quimicas minimas geralmente controladas séo
diferentes, consistindo em umidade, acidez em solucédo, sélidos soltveis (BRIX), glicidios

totais e residuos minerais.

4.1.5 Diminuicao do teor de agua sobre 0s meios

Os ambientes com umidade elevada sdo geralmente mais favoraveis ao crescimento e
sobrevivéncia fangica. De forma compativel, Deheyn e Latz (2007) argumentam que a agua
pode ser um fator limitante no que diz respeito a solubilidade de reagentes envolvidos no
processo de emissdo de luz pelos fungos. Resultados apresentados pelos mesmos autores
mostraram que, de fato, a BL aumenta significativamente e de forma instantanea com a adicéo
de &gua sobre micélios encontrados na superficie de lascas de madeira. Do mesmo modo, no
bioensaio desenvolvido para a espécie brasileira G. viridilucens, a adicdo de 500 uL de &gua
destilada sobre os meios de cultura no momento da inoculagdo mostrou-se essencial para a
repetitividade do método, indicando que a hidratagdo do micélio é essencial para evitar
variagdes na emissdo de luz (Mendes 2010, Mendes & Stevani, 2010).

Com base nos resultados obtidos por estes Gltimos autores, assumiu-se em um primeiro
momento que a necessidade de hidratagdo da espécie N. gardneri era semelhante a do fungo
G. viridilucens. Entretanto, progressivamente, 0os micelios passaram a crescer menos e com
maior assimetria radial. Isso se tornou mais evidente ap0s as alteracdes no melaco,
especialmente nos casos em que havia maior quantidade de agua ndo evaporada em contato

direto com o micélio em desenvolvimento.



79

Levando em consideracdo tais observacOes, foram realizadas medi¢cGes da BL em
micélios cultivados a 25°C e pH 6, desta vez sem a adicdo de agua sobre os meios de cultura
no momento da inoculacdo. Os resultados mostraram, finalmente, um aumento na preciséo
das medidas (Tabela 5). A diminuicdo dos desvios a valores usualmente inferiores a 15% foi
um indicio de que a hidratacdo excessiva foi a principal causa da variabilidade na emisséo de
luz entre replicatas. Uma possivel explicacdo para isso é que a dgua em excesso, ao Ser
absorvida pelo fungo, pode ter causado a ruptura de paredes e/ou membranas celulares,

influenciando negativamente na emisséo de luz e sua repetitividade (Carlile et al. 2001).

Tabela 5. Valores de BL e respectivos desvios percentuais obtidos ao longo de 33 dias (n =
4), incubando o miceélio em placas de 35 mm a 25°C e pH 6 sem adicdo de agua.

Dia (BL + SD)x10° SD (%)
0,3+0,1 17,1
4 1,3+0,1 6,8
2,3+0,3 11,3
7 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
15 257+17 6,8
18 195+2,5 12,9
19 20,6 +1,6 7,7
20 17,0+1,8 10,5
24 19,720 10,4
25 194 +2,4 12,2
26 20,8+2,2 10,6
28 243+ 1.4 5,9
32 30,0+6,3 21,1
33 31,8+4,3 13,4

Além da diminuicdo dos desvios experimentais, foram observadas também mudangas no
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perfil da BL. Ao contrario do que era obtido anteriormente, a BL apresentou flutuagdes
menores em funcdo do tempo de inoculacdo, o que configura uma condicdo mais estavel e
previsivel (Figura 11). Este comportamento, combinado com a intensidade da BL, representa
uma caracteristica favoravel ao desenvolvimento do bioensaio. Com adicdo de agua, a
emissdo de luz cessa a partir do 7° dia, em media. Nas mesmas condicGes, porém sem a
adicdo de agua, é possivel quantificar uma grande quantidade de fotons mesmo apos 30 dias, e

a luz mantém-se relativamente constante entre os dias 11 e 26.
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Figura 11. Perfil de bioluminescéncia do micélio inoculado em placas de 35 mm e cultivado
a 25°C sem adicdo de agua sobre os meios de pH 6 (n = 4).

Vendo o resultado obtido, é possivel tentar racionaliza-lo em termos do habitat que vivem
as duas espeécies de fungos. Enquanto o fungo G. viridilucens, que necessita da adicdo de
agua, cresce na Mata Atlantica, onde a umidade € bastante alta e a precipitacdo média é
também elevada; o fungo N. gardneri cresce na Mata dos Cocais, cujo ambiente &€ muito mais
arido. Com uma elucidacdo inicial acerca das caracteristicas do fungo em estudo, medicdes da

BL em outras condicGes de incubagdo foram conduzidas em uma proxima etapa, que sera

abordada nos topicos a seguir.
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4.2 Efeitos das condicgdes de cultura sobre a BL

A composicao dos meios de cultura e as condicdes ideais de inoculacao variam de acordo
com as caracteristicas intrinsecas de cada espécie. Diante da diversidade de possibilidades
para cultivo em laboratodrio, avaliar a resposta dos fungos em diferentes meios e ambientes é
uma etapa essencial para determinar, entre outros fatores, a condicdo mais propicia ao
desenvolvimento da espécie de interesse e entender melhor a fisiologia fungica e suas
caracteristicas em cada uma das condicOes testadas, visando o desenvolvimento mais
aprimorado de aplicacfes de interesse (Bermudes et al. 1990, Mendes et al. 2008, Weitz et al.
2001). Para fungos bioluminescentes, estudos nessa area sdo menos comuns do que 0s
trabalhos desenvolvidos para outros emissores de luz (por exemplo, bactérias). Por esse
motivo, conhecimentos acerca das caracteristicas bioguimicas e fisiologicas ainda sao
necessarios para ampliar a compreensdo sobre esses organismos (Deheyn & Latz 2007).

Uma vez identificada a origem da alta variabilidade na BL, foi possivel monitorar a
emissdo de luz variando as temperaturas de incubacdo, os pHs dos meios e as concentragoes
de nutrientes. As diferentes condicGes de cultura foram testadas e ajustadas com base na
aplicacdo especifica do fungo em ensaios de toxicidade. Estes sdo intrinsicamente
dependentes dos valores de BL, razdo pela qual é necessario um controle mais rigido nos
procedimentos de inoculacdo e incubacao, além de um conhecimento prévio acerca do perfil
de emissdo de luz e demais especificidades da espécie — algumas das quais ja previamente
identificadas nos ensaios preliminares, abordados na se¢do anterior.

Flutuacdes na BL causadas por fatores ndo relacionados aos efeitos toxicos dos agentes
quimicos (por exemplo, associados ao ambiente de crescimento) podem levar a interpretacdes
incorretas dos resultados nos bioensaios. Em funcao disso, os efeitos das condi¢6es de cultura
sobre a BL do fungo N. gardneri foram avaliados tanto para estabelecer o cenario mais

favoravel a emisséo de luz, quanto para evitar erros que comprometessem 0s dados de
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toxicidade obtidos para a espécie. Por esse motivo, foi avaliado ndo somente a intensidade da
luz emitida, mas também o seu comportamento em cada condicdo de cultivo.

Buscou-se um perfil onde a BL se mantivesse previsivelmente constante ao longo do
tempo — ou seja, em uma fase estacionaria. Esta, por ndo apresentar mudancas acentuadas na
intensidade, representa uma potencial vantagem no estudo com fungos bioluminescentes, em
especial quando se trata de espécies pouco estudadas, cujas especificidades ndo sdo
amplamente conhecidas. Assim, na fase estacionaria é mais facil identificar variac6es atipicas
nos niveis da BL e impedir que as alteraces de luz normalmente causadas pela exposi¢do do
micélio a compostos toxicos sejam confundidas com o perfil natural de emissao de luz - ou
com oscilagdes relacionadas a quaisquer outros fatores que possam influenciar a BL do fungo
e ndo estejam associados a sua resposta no bioensaio. Além disso, nas fases de crescimento ou
decrescimento da BL, a forma como a luz aumenta ou diminui pode ser mais dificilmente
prevista e reproduzida entre diferentes séries de experimentos, podendo afetar a exatidao ou a
interpretagdo dos resultados.

Na fase estacionaria, por outro lado, ainda que a intensidade ndo seja exatamente a
mesma entre diferentes experimentos, a inclinacdo da curva no perfil de BL é menos sujeita a
variacOes e, desta forma, ha um controle mais eficaz de possiveis erros na representacao dos
resultados. De fato, os principais bioensaios de toxicidade conhecidos atualmente com fungos
bioluminescentes foram conduzidos em fases tardias do crescimento exponencial (logo antes
da BL decrescer) ou no periodo em que a emissdo de luz manteve-se relativamente estavel
(Weitz et al. 2002, Mendes & Stevani 2010).

Em relacdo as condicdes de cultivo, o pH dos meios de cultura e a temperatura de
incubacédo foram identificados como os dois fatores mais significativos na variacdo da BL da
especie G. viridilucens (Mendes et al. 2008). De modo semelhante, estes fatores também

foram apontados como relevantes para a alteracdo dos valores de BL fungica das espécies
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Armillaria mellea, Mycena citricolor, Omphalotus olearius e Panelus stipticus (Weitz et al.
2001). Desta forma, tais condi¢cfes foram as primeiras a serem analisadas neste estudo, sendo
variadas individualmente e em todas as combinacfes possiveis. Desta vez, foram testadas as
temperaturas de 25, 30 e 35°C e pH 4, 6 e 8 ndo tamponados. Os perfis de BL (Figura 12)
mostram que praticamente ndo ha emissao de luz em 35°C em todos os pHs avaliados. Do
mesmo modo, ndo foi observado crescimento do fungo nesta condi¢do. Nas demais

temperaturas, os valores de BL foram maiores, principalmente nos meios com pH 6.
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Figura 12. Perfis de BL da espécie N. gardneri em 25°C (A), 30°C (B) e 35°C (C) e meios de

cultura ndo tamponados com pH 4 (m), 6 (®) ¢ 8 (A), mantendo-se 1% de melaco de cana e
0,1% de extrato de levedura (n=4). Fonte: Ventura et al. (2015).
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Os maiores desvios percentuais entre as replicatas foram encontrados nos meios de pH 4
(Apéndice G), e estdo possivelmente associados a resposta de defesa do micelio a acidez dos
meios. Nesta condicdo, observou-se uma producdo intensa de melanina, de forma semelhante
ao que era obtido também nos experimentos preliminares conduzidos neste mesmo pH (com e
sem tampdo) a 25°C ou 32°C. Conforme j& discutido anteriormente (secdo 4.1.4), a
pigmentacdo indica uma reacédo visivel de estresse nas culturas que, em complemento com a
menor emissdo de luz pelo fungo, pode ter ocasionado os desvios mais elevados encontrados
em algumas das medicdes. Pelas mesmas observacdes, os meios tamponados de pH 4 ndo
foram testados nos experimentos desta secdo, considerando, ainda, que a melanina secretada
neste caso poderia ser prejudicial ao bioensaio, ja que poderia diminuir a biodisponibilidade
dos metais testados.

Tendo em vista os resultados mostrados acima, as analises seguintes foram conduzidas
mantendo o pH dos meios de cultura em 6 e as temperaturas de 25°C e 30°C. Estas condicdes
foram utilizadas no prosseguimento do estudo por favorecerem uma emisséo de luz maior ou
dentro de um perfil mais comportado (de acordo com o pretendido para a finalidade em
questdo). Assim, dentro deste raciocinio, enquanto que os fdétons foram emitidos mais
intensamente nos micélios incubados em 30°C e pH 6, o perfil de BL do fungo apresentou
uma fase estacionéria entre o 10° e o 13° dia de incubacdo quando cultivado sob 25°C no
mesmo pH. Nesta condicdo, a luz manteve-se em uma média de (2,0 + 0,1) x 10’ RLU ao
longo do periodo supracitado, implicando em uma maior estabilidade na BL. Esta, por sua
vez, permite associar mais facilmente e de modo mais direto quaisquer alteragdes na luz aos
possiveis efeitos toxicos dos agentes quimicos testados nos bioensaios, conforme ja discutido
anteriormente. Em pH 4 ou 8, por outro lado, a intensidade ou as caracteristicas de emissao da
luz ndo mostraram as mesmas vantagens para a aplicacdo de interesse — nestes casos, 0S

desvios também foram maiores com maior frequéncia.
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Dentro das condicBes selecionadas de pH e temperatura, os parametros variados em
seguida para avaliar o comportamento da BL foram as concentra¢des das fontes de nitrogénio

(0,02%; 0,1% e 0,5% de extrato de levedura) e de carbono - 0,2%; 1% e 5% de melago de

cana (Figura 13).
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Figura 13. Perfis de BL da espécie N. gardneri em meios de pH 6 a 25°C (A e C) e 30°C (B e
D), variando a concentracdo de melaco em 0,2% (m), 1% (@) e 5% ( A) e extrato de levedura

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

Os perfis de BL evidenciam que, do ponto de vista da intensidade de emissao de luz, a
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melhor condicdo foi encontrada incubando o micélio sob 25°C em meios de pH 6 contendo
5% de melaco e 0,1% de extrato de levedura (Figura 13A). Apesar disso, com base na
aplicacdo especifica de interesse, as condi¢cbes mais favoraveis foram encontradas no cultivo
do fungo em meios com 0,02% ou 0,5% de extrato de levedura, mantendo a temperatura em
30°C e a concentracdo de melaco em 1% (Figura 13D) — em ambas as situacdes, a BL foi
mantida em um platé entre 0 6° e 0 13° dia de cultivo (Apéndice H).

Na fase estacionéria correspondente a maior concentracdo da fonte de nitrogénio, a BL
média entre os dias foi de (2,0 + 0,2) x 10’ RLU, enquanto que na concentracio menor, de
0,02%, este valor foi mantido em cerca de (2,1 + 0,2) x 10" RLU. Nestas duas condicdes, foi
observado também que, apesar da intensidade ser menor do que em outros perfis de BL, a fase
estacionaria se inicia em menos tempo quando comparada com a condi¢cdo mostrada nas
Figuras 12A e 13A, equivalentes ao cultivo do fungo sob 25°C em pH 6 e meios contendo 1%
de melaco e 0,1% de extrato de levedura. Apesar de a intensidade da BL ndo apresentar
grandes variacOes entre as duas condi¢cBes com o melhor perfil, optou-se por desenvolver o
bioensaio de toxicidade cultivando o fungo a 30°C em meio com pH 6, 1% de melaco e 0,02%
de extrato de levedura (Figura 14). Neste caso, 0s desvios percentuais foram menores ao
longo da fase estacionaria. Além disso, ainda que de modo sutil, hd menor gasto de matéria

prima em relacdo a outra condicdo possivel, que requer 0,5% do extrato de levedura.
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Figura 14. Perfil de BL da espécie N. gardneri inoculada a 30°C, em meio com pH 6, 1% de
melago; 2% de agar e 0,02% de extrato de levedura. Fonte: Ventura et al. (2015).
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Em alguns dos cenarios testados foram observados desvios superiores a 20%, em especial
qguando foram variadas as concentracdes de melaco em 30°C (Apéndice G). Considerando que
ndo foram observados desvios semelhantes em todas as situacOes, essa variagdo nos valores
de emissdo de luz pode ter sido o resultado de uma baixa adaptacdo do fungo as condicbes
tanto de falta quanto de excesso de melaco na temperatura em questdo. Alternativamente,
pode ter sido decorréncia de uma variabilidade natural dentro das condigdes nutricionais e
ambientais especificas as quais o fungo foi submetido. Os demais casos de desvios mais
elevados, superiores a 20%, foram pontuais, sendo geralmente obtidos no inicio ou no fim do
periodo de incubagdo. Quando no inicio, os mesmos podem ter ocorrido em funcdo da
adaptacdo do fungo apOs um estresse inicial causado pela manipulacdo do micélio e das
placas nos procedimentos de inoculacdo e medicdo da BL. Ja no final, podem ser resultado de
uma resposta natural da exposic¢éo aos metabolitos acumulados nos meios e/ou ao consumo de
nutrientes apds certo periodo de crescimento.

Embora menos usuais, alguns dos trabalhos publicados para fungos bioluminescentes séo
destinados ao estudo dos efeitos das condi¢Ges de cultura sobre a emissao de luz e, em alguns
casos, também o crescimento. Nestes estudos, os fatores mais comumente variados na
otimizacdo de meios de cultura sdo o pH, a temperatura de cultivo e alguns nutrientes que
atuam como fontes de carbono e de nitrogénio (Tabela 6). De modo compativel com as
condicBes gerais de crescimento flngico expostas nas se¢es 1.3.1 e 1.3.2, tais trabalhos
indicam uma maior emissdo de luz em meios mais &cidos ou neutros, com pH entre 3 e 6 e
temperaturas otimas amenas, em torno de 22-25°C. As fontes de carbono mais utilizadas
incluem melaco de cana, dextrose de batata e extrato de malte, entre outros agucares,
geralmente monossacarideos e dissacarideos. JA os demais nutrientes, adicionados como
fontes de nitrogénio, consistem em extrato de levedura; fosfato de amoénio dibasico; peptona e

asparagina (Weitz et al. 2001, Bermudes et al. 1990, Mendes et al. 2008, Prasher et al. 2012,
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Stevani et al. 2013).

Tabela 6. CondicGes de cultivo otimizadas em trabalhos publicados sobre os efeitos da sua
variagdo na emissao de luz.

L . Meio de
Espécie Nutrientes pH Temp. cultura Ref.
C: extrato de malte 3,5 I
Pz_;m(_ellus 22°C Liquido
stipticus N: peptona (T)
C: extrato de malte .
()Impha'Ot”S _ 3+0 15C  Liquido
olearius N: peptona () Weitz et al.
C: extrato de malte - _ (2001)
I\/_Iygena 56 22°C Liquido
citricolor N: peptona (T)
illari C: extrato de malte .
Armillaria X 3,9 990C Liquido
mellea N: peptona (T)
C: pectina, lactose, maltose,
P. stipticus glicose, celobiose ou trealose ?TE); 22°C Sélido Berrr(lijggg)et al.
N: amonio ou L-asparagina.
. C: melaco de cana 6,0 - Mendes et al.
G. viridil i 25°C Solido
VITIGTHCENS 1. extrato de levedura (S) (2008)
- C: glicose 4,0 Solido e Prasher et al.
P. stipticus 24°C .
P N: peptona (T Liquido (2012)
. C: melago de cana 6,0 - Ventura et al.
N. gardneri 30 Solido
g N: extrato de levedura (S) (2015)

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

O melagco de cana é menos usualmente empregado para o cultivo de fungos
bioluminescentes, mas foi mantido neste trabalho em decorréncia da riqueza de nutrientes em
sua composicdo. Além de possuir sacarose, frutose, glicose e rafinose como fontes de
carbono, séo encontrados neste produto minerais (entre eles, fésforo, sédio e enxofre), metais
em niveis traco e vitaminas (Walker & White 2005). No entanto, apesar dessa variedade, 0s
compostos de nitrogénio presentes no melago sdo ndo assimilaveis pelo fungo, havendo a
necessidade de suplementar os meios de cultura com fontes adicionais deste elemento

essencial. Para esse proposito, foi utilizado o extrato de levedura, ja que 0 mesmo possuli
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também uma série de constituintes celulares, entre enzimas, proteinas e compostos presentes
em paredes celulares de leveduras, incluindo glucano e glicoproteinas (Murphy & Horgan
2005).

Em comparacdo com os trabalhos ja publicados sobre a otimizacdo das condicGes de
cultivo para fungos bioluminescentes, a espécie N. gardneri possui caracteristicas parecidas
quanto a maior emissdo de luz em temperaturas amenas — neste caso, em torno de 25°C. O seu
desenvolvimento intenso também em temperaturas maiores, de 30-32°C, indica uma
adaptacdo natural em funcdo do seu habitat de origem, de clima tropical e semiarido. De
forma compativel, em Teresina, PI, proximo de onde o fungo é encontrado, a temperatura
média compensada anual entre 1961 e 1990 foi de 27 £ 1°C. Para 0s meses tipicamente mais
guentes do ano, de agosto a janeiro, a média no mesmo periodo manteve-se em 28 + 1°C
(Ramos et al. 2009).

Quanto ao pH, de forma semelhante ao mostrado na Tabela 6, 0s meios acidos, apesar de
serem mais proximos da neutralidade, favoreceram uma maior BL do fungo N. gardneri.
Entretanto, diferentemente da predominancia de pHs 6timos iguais ou inferiores a 4, a espécie
ndo apresentou a mesma emissao de luz 6tima nestas condi¢des. De fato, em experimentos
preliminares conduzidos pelo grupo na Fazenda Cana Brava (em Altos, PI), onde os
cogumelos da espécie N. gardneri foram efetivamente localizados e coletados, 0 pH medido
com um pHmetro de solo permaneceu na faixa de 5-6, indicando certa compatibilidade entre o
habitat natural da espécie e os resultados obtidos no presente trabalho.

Uma explicacdo para a menor emissédo de luz em pH 4 ndo-tamponado pode ser dada
também em funcdo da acidificacdo adicional dos meios, comumente causada pela secre¢édo
progressiva de metabolitos (e.g., &cidos organicos, como o acido oxalico) que se acumulam a
medida que o fungo se desenvolve (Walker & White 2005). Neste sentido, uma variagdo no

pH dos meios de cultura ao longo do tempo de incubacgéo foi encontrada também para o fungo
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G. viridilucens, apesar de ter sido observada uma diminui¢cdo na acidez ao inves de um
aumento, possivelmente devido a secrecdo de amonia ou outros compostos alcalinos como
caracteristica especifica desta espécie (Mendes et al. 2008). Os autores obtiveram um
aumento de uma unidade do pH e, ap6s 12 dias de incubacgdo, esse valor manteve-se
constante, em um platé que foi associado ao decréscimo da BL, uma vez que ambos
ocorreram em periodos de tempo coincidentes.

Com base nisso, mediu-se o pH das secdes superiores e inferiores dos meios de cultura
para verificar se os produtos secretados pelos fungos resultariam em um aumento ou em um
decréscimo da acidez dos meios e se seriam difundidos homogeneamente pelo &gar (Tabela
7). Como resultado, foi obtida uma acidificacdo gradual na condicdo correspondente a maior
emissdo de luz do fungo (25°C, pH 6, 1% de melaco e 0,1% de levedura). O pH, neste caso,
atingiu o valor médio de 5,28 + 0,02 em 13 dias de incubacdo. O mesmo foi observado na
condicdo considerada como mais adequada para o bioensaio (30°C; pH 6; 0,02% de extrato de
levedura e 1% de melaco), onde o pH obtido no mesmo periodo foi de 4,97 + 0,07. A
acidificacdo gradual verificada também nas secOes inferiores dos meios de cultura indica que
0s metabdlitos responsaveis pela diminuicdo do pH sao difundidos ao longo do meio de agar.
Além disso, os valores medidos nas secdes superiores e inferiores sdo também proximos entre
si, em especial na condi¢do de incubagdo a ser adotada para o bioensaio, indicando certa
homogeneidade na dilui¢cdo dos metabdlitos.

Certa difusdo de componentes acidos pelo agar foi observada também por outros autores,
que atribuiram a acidificagdo local dos meios de cultura a liberacdo de acidos organicos de
baixa massa molecular e de didxido de carbono como consequéncia da atividade biologica dos
organismos. A acidificacdo pode ser influenciada por fatores como as fontes de nitrogénio e
carbono adicionadas ao meio e as caracteristicas de cada especie, além do teor de minerais e 0

pH do substrato em que o fungo é inoculado (Rosling et al. 2004).
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Tabela 7. Mudancas no pH dos meios de cultura ao longo do periodo de incubacéo (n=3) nas
condig¢Bes em que foi obtida a maior emissdo de luz (25°C com 0,1% de extrato de levedura;
1% de melaco e 2% de agar) e o melhor perfil de BL para 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:
condicdo com maior emissdo de luz  condicéo escolhida para o bioensaio
Secéao superior Secéo inferior Secéo superior Secéao inferior
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 5,15+0,12 4,93+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

Dentro dos resultados obtidos, admite-se que 0s meios poderiam se tornar ainda mais
acidos no crescimento em pH 4, desfavorecendo o desenvolvimento do micélio. Entretanto,
mesmo quando cultivado em pH 4 tamponado, o fungo mostrou uma visivel producdo de
melanina, indicando que, de todo modo, este nivel de acidez ndo é considerado ideal para o
fungo em estudo. Adicionalmente, o uso de tamp®es para meios acidos nao é pratico do ponto
de vista experimental, devido a necessidade de autoclavar o agar separadamente dos demais
nutrientes, a fim de evitar a sua hidrolise, 0 que gera maiores etapas nos procedimentos de
preparo dos meios. Ha, ainda, uma maior possibilidade de contamina¢do na manipulacédo

adicional, necessaria para a homogeneizacdo de todos 0s componentes apds a autoclavagem.

4.3 Desenvolvimento do bioensaio de toxicidade
4.3.1 Selecao de solventes

O ajuste das condigdes de cultivo, conforme mostrado na secdo anterior, permitiu
conhecer o comportamento da emissdo de luz da espécie N. gardneri dentro do cenario mais

favoravel a condugdo do bioensaio. Como proxima etapa, foi necessério estabelecer um
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solvente adequado para a diluicdo dos compostos quimicos a serem avaliados quanto a
toxicidade na aplicacdo da metodologia em desenvolvimento. Assim, 0s experimentos
seguintes destinaram-se a conhecer a resposta do fungo em decorréncia da exposicao a alguns
potenciais diluentes, observando os efeitos destes sobre o perfil de BL ap6s o cultivo do
micélio durante 7 dias em placas de Petri fechadas. Este tempo de incubacéo foi selecionado
porque, dentro do que foi evidenciado na secdo 4.2, € em torno deste periodo que ocorre uma
estabilizacdo na intensidade da luz emitida, sendo obtido um platé com desvios experimentais
abaixo de 18% nas medicOes tanto interdias quanto intradias — conforme j& discutido
anteriormente, é nesta fase que os testes de toxicidade com o fungo em questdo serdo
conduzidos.

Dentro desta etapa de desenvolvimento do bioensaio, buscou-se no inicio identificar um
composto que dissolvesse satisfatoriamente os agentes quimicos sem provocar oscilagcdes ou
inibicBes consideraveis na BL do fungo, visando evitar que os resultados do bioensaio fossem
distorcidos e/ou limitados pela variagdo de luz provocada especificamente pelo solvente
adotado. A BL foi monitorada também quando o fungo foi exposto somente ao ar externo as
placas de Petri, considerando que este poderia afetar a luz emitida no momento de abertura
das placas para a aplicacdo de solugdes. Sem conhecimentos prévios sobre a resposta fungica
nesta situacdo especifica, possiveis variacdes na emissdo de luz em decorréncia do contato do
micélio com o oxigénio no ar poderiam ser confundidas com eventuais efeitos toxicos
causados pelos diluentes e demais compostos testados, provocando erros de interpretacdo nos
resultados do bioensaio.

Como opcOes de solventes, foram testadas solugdes aquosas de Triton X-100 nas
concentracdes de 0,01% (com adicdo de MES 50 mM) ou 0,05% (com e sem adicdo do
mesmo tampao) e uma solucdo de DMSO, diluido somente em agua na concentracdo de 0,1%.

Para evitar maiores variagdes na BL, todos os procedimentos foram conduzidos abrindo as
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placas por cerca de 10-15 segundos apenas para aplicacédo e espalhamento das solucbes sobre
os micélios, mantendo-as fechadas ao longo de todo o periodo de exposicao.

A escolha pelo Triton X-100 foi feita para diminuir a tensdo superficial da agua,
aumentando a molhabilidade das solugdes aplicadas sobre o fungo, que desta forma sdo mais
facilmente espalhadas por toda a superficie do micélio. Este surfactante foi utilizado com o
mesmo proposito para a espécie G. viridilucens, ndo apresentando toxicidade para a mesma
(Mendes & Stevani 2010). O MES, por sua vez, € comumente utilizado como tampéo
bioldgico ndo complexante (Kandegedara & Rorabacher 1999), e por tais caracteristicas foi
avaliado para facilitar os procedimentos do bioensaio em caso de ser necessario ajustar o pH
das solucdes antes de aplica-las sobre o fungo — variacdes na acidez poderiam influenciar na
luz emitida pela espécie ou na biodisponibilidade dos agentes quimicos testados. Ja 0 DMSO
foi estudado como alternativa para a diluicdo de compostos mais lipofilicos, que ndo sejam
solubilizados na solucdo com Triton X-100 - este solvente é uma opc¢do usual em bioensaios
com compostos organicos menos sollveis em agua, sendo utilizado inclusive para fungos
(Haap et al. 2008, Gamliel et al. 1989).

A resposta do fungo quando exposto a cada um dos diluentes e ao ar foi monitorada em
diversos periodos dentro de 24h, avaliando os efeitos causados sobre os micélios a partir de
alteracbes no perfil de BL (Figura 15 e Apéndice I). Os resultados mostraram que, ap6s a
exposicao ao ar atmosférico externo as placas, o fungo apresenta uma diminuicdo intrinseca
na emissdo de luz, diferentemente do observado para a espécie G. viridilucens, cuja BL
aumentou cerca de 50% em 8 horas. A elevacéo na intensidade da luz emitida &, de fato, o que
se esperaria de um organismo que depende de oxigénio para a reacdo de emissdo de luz.
Embora ndo sejam hermeticamente fechadas e, portanto, permitam certa troca com o ambiente
externo, a abertura das placas favoreceria uma maior dispersdo de gases produzidos pelo

metabolismo fangico e um consequente aumento na disponibilidade de oxigénio, presente no
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ar atmosférico externo (Mendes & Stevani 2010).

N&o existem estudos que comprovem exatamente o que pode ter ocorrido no caso
especifico da espécie N. gardneri, mas uma hipdtese é que a diminuicdo da BL neste fungo
tenha ocorrido devido a uma reacdo particular de adaptacdo a mudanca da atmosfera de
vapores e gases no ambiente de crescimento do micélio. Um exemplo disso seria a
substituicdo de um ar com uma umidade maior, lentamente acumulada em fun¢do da
evaporacdo da dgua homogeneizada nos meios de cultura, por um ar externo mais seco no
momento de abertura das placas. A espécie G. viridilucens, por outro lado, ndo teria sofrido o
mesmo impacto, possivelmente devido a aplicacdo de 500 pL de 4gua na superficie dos meios
de cultura deste fungo no momento da inocula¢do, mantendo o organismo em um ambiente

constantemente hidratado.
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Figura 15. Variagdo da BL em fungdo do tempo de exposicdo, avaliando-se as placas sem
abri-las (®); apos abertura seguida de fechamento com exposi¢do somente ao ar (@) e apds
aplicacdo de 500 pL de soluces aquosas de Triton X-100 0,05% (¥), MES 50 mmolL™ em
Triton X-100 0,05% (), MES 50 mmolL™ em Triton X-100 0,01% (A ) e DMSO 0,1% (%).
Em vermelho, a tendéncia de estabilizacdo da luz nas placas fechadas e na solucdo de MES
em Triton X-100 0,01% (n = 9 para as placas fechadas ou expostas ao ar e n = 3 para as
demais).
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Apesar da diminuicdo de cerca de 50% da BL em 30 min apds a abertura e fechamento
das placas, a intensidade da luz emitida ndo sofreu mudangas mais bruscas ao longo de 8 h,
mantendo-se entre (12,1 + 1,8)x10° RLU e (14,8 + 1,1)x10° RLU (Apéndice | e Figura 15).
No ponto de 24h, a BL obtida foi de (17,8 + 2,8)x10° RLU, permanecendo menor em
comparacdo com as placas fechadas, mas subindo a ponto de atingir 65,28% da luz
quantificada nestas culturas. Os resultados mostrados na Figura 15 tanto para as placas
fechadas quanto para as placas expostas ao ar constituem uma juncdo dos dados de trés
experimentos realizados em datas distintas ao longo de 2 meses, totalizando 9 replicatas no
total (n = 9). Os desvios percentuais mantiveram-se geralmente abaixo de 16% (Apéndice 1),
mostrando certa repetitividade da BL ao longo de diferentes inoculagfes. Neste caso, como a
BL se manteve com uma intensidade ainda favoravel a conducéo do bioensaio e com desvios
experimentais satisfatorios, a principio a diminuicdo observada ndo impediu o
prosseguimento do estudo para o desenvolvimento do bioensaio.

Em relacdo aos diluentes, foi verificada uma forte diminui¢do da BL em decorréncia da
exposicao as solucbes contendo Triton X-100 0,05% e DMSO 0,1% (Figura 15 e Apéndice I).
Em ambos os casos, a luz foi inibida cerca de 77% em 24 horas, utilizando o micélio exposto
ao ar como parametro de comparacdo (controle). No perfil de BL dentro do periodo avaliado,
é possivel observar uma diminuicdo visivel na intensidade da luz ap6s 30 min, o que
demonstra que estes solventes provocam efeitos tdxicos significativos a espécie, e, portanto,
ndo podem ser utilizados nos bioensaios.

O DMSO em concentragdes da mesma ordem de grandeza da utilizada neste estudo néo
causou efeitos toxicos perceptiveis a diversas espécies de microorganismos, entre fungos,
bacterias, protozoarios e microalgas (Jay 1996, Gamliel et al. 1989, Bonnet et al. 2008). No
entanto, no caso da espécie N. gardneri, foi observada uma maior sensibilidade a este

solvente. A agdo toxica observada ao organismo € um possivel resultado da interagdo do
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DMSO com as membranas celulares, aumentando a permeabilidade das mesmas. Neste caso,
a toxicidade pode ter sido potencializada pela sua aplicacdo direta sobre o micélio ao invés da
sua dispersao nos meios com agar, de forma similar ao encontrado para algumas espécies de
fungos ascomicetos (Sharma & Sharma 2011).

Quanto ao Triton X-100, o efeito observado sobre a BL pode ser atribuido a sua
quantidade em solugdo (0,05%, ou 0,80 mmolL™), que est4 acima da concentracdo micelar
critica (CMC) de 0,22-0,24 mmolL™ (Sigma-Aldrich). Em valores superiores & CMC, um
surfactante passa a formar micelas e ndo ha mais alterag6es significativas na tensdo superficial
da solucdo. Neste caso, entretanto, a parte apolar e hidrofobica do surfactante pode interagir
com grupos de caracteristicas semelhantes em proteinas e lipideos de membranas celulares,
causando a ruptura destas (Lodish et al. 2014).

O uso do MES impede que haja alteracdes no pH que possam levar a variacdes na BL ou
na biodisponibilidade dos compostos, e parece ndo influenciar na toxicidade do diluente - a
luz quantificada ndo foi significativamente alterada com e sem a adi¢do deste composto nas
solugdes de Triton X-100 0,05% (Figura 15). Por essa razdo, 0 mesmo tampéo foi mantido
nos testes com as solugbes contendo uma concentragdo menor de surfactante (0,01%, ou 0,16
mmolL™, abaixo da CMC).

Neste caso, a BL quantificada foi comparativamente maior em relacdo aos outros
diluentes testados, confirmando a agdo tdxica do Triton X-100 quando aplicado em
quantidades acima da CMC. A intensidade da BL manteve-se proxima da luz emitida nas
placas expostas ao ar, mas atingiu cerca de 75% em relagéo a estes controles no tempo de 24h.
Uma possibilidade para explicar este resultado, embora néo tenha sido acompanhado de um
aumento expressivo dos desvios padrdo da BL, esta associada ao contato do fungo com a agua
na fase liquida, que em longo prazo mostrou-se pouco favoravel ao desenvolvimento da

especie. Além disso, em comparagdo com as placas onde ndo houve aplicacdo de quaisquer
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solucdes, o recobrimento total do micélio com o diluente pode ter limitado o teor de oxigénio
efetivamente disponivel para a reacdo de BL. Adicionalmente, 0 aumento de luz entre 8h e
24h nas placas expostas ao ar, que contribuiu para a discrepancia em relacdo aos organismos
em contato com o diluente, pode ter sido favorecido por um novo acumulo de vapor de agua
dentro das placas, ainda que de modo sutil, reestabelecendo uma porcéo da atmosfera interna
original existente no meio de crescimento fungico.

Com o exposto acima, considerando o cenario em que ha a maior BL possivel dentro de
um comportamento adequado, optou-se por dissolver os agentes quimicos em solucdo de
MES com Triton X-100 0,01%. Com este diluente, a luz permanece em uma tendéncia
estacionaria a partir de 6 h de exposi¢cdo (Figura 15), indicando que ndo ha efeitos tdxicos
mais significativos no periodo em que se estima conduzir todos os procedimentos do
bioensaio. Antes deste periodo, entretanto, a maior oscilacdo na BL poderia potencializar 0s
erros experimentais, representando uma desvantagem a futura aplicacdo dos testes de
toxicidade.

Diferentemente do bioensaio com a espécie G. viridilucens (Mendes & Stevani 2010), o
fato de a intensidade da BL n&o ter retornado aos valores iniciais com o fungo N. gardneri
inviabilizou que as placas fossem controles de si mesmas para a metodologia em
desenvolvimento no presente trabalho. Ainda assim, esta desvantagem experimental é
compensada, comparativamente, pelo comportamento mais estavel do organismo em estudo
frente as alteracBes no equilibrio das culturas, causadas pela exposicdo do micélio ao ar ou as
solugdes aplicadas sobre o0 mesmo. Como a emissdo de luz da espécie é naturalmente elevada,
0 desenvolvimento do bioensaio foi viabilizado mesmo com as reducdes de intensidade da BL
observadas no contato do micélio com o ar e com o diluente selecionado. Entretanto, para
aumentar a confiabilidade dos resultados, é necessario conduzir os testes com um controle

externo, que indique exatamente a variacdo da BL causada ao fungo pela exposicéao especifica
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ao diluente em cada experimento.

E possivel perceber que os valores médios de BL em 7 dias de cultivo s&o proximos entre
si ao longo de sucessivas inoculacdes: com 425 replicatas medidas em 7 experimentos
diferentes, conduzidos durante 8 meses, a média dos valores de BL nas placas fechadas foi de
(2,5 + 0,2)x10" RLU (ou seja, desvio de 8,75%). Nas mesmas condicées em 8 dias de cultivo,
a BL média de 52 replicatas correspondentes a 5 experimentos conduzidos também durante 8
meses foi de (2,5 + 0,4)x10" RLU (13,93% de desvio). Estes resultados indicam que nio
houve alteracGes significativas no perfil de BL no periodo de incubacdo adotado para a
conducéo do bioensaio. De modo similar, na exposicao ao diluente escolhido para os testes de
toxicidade, em 32 replicatas medidas durante 5 experimentos conduzidos em 4 meses, a BL
média foi de (1,7 + 0,3)x10” RLU - ou seja, desvios de 15,89%. Como a luz emitida apresenta
valores proximos entre as replicatas, inclusive entre experimentos conduzidos em diferentes
datas e com micélios provenientes de diferentes séries de inoculacdo, o uso de um controle

externo foi considerado como viavel.

4.3.2 Determinacao do tempo de exposic¢ao

A determinacdo do tempo ideal de exposicdo para o bioensaio foi feita com base na
avaliacdo do periodo necessario para que um agente téxico em dada concentracéo cause 100%
de inibicdo na BL fungica — ou seja, buscou-se identificar o tempo de contato minimo
requerido para que os efeitos tdxicos resultem na resposta maxima do fungo. Deste modo, a
presente etapa de experimentos foi destinada a evitar subestimar a toxicidade dos agentes
guimicos testados, que poderiam ser considerados menos agressivos ao fungo caso o tempo de
exposicdo fosse insuficiente para uma interagdo total entre o organismo e 0 composto
aplicado.

Pretendeu-se testar a aplicacdo do bioensaio com alguns metais e fendis, langados no
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ambiente principalmente por atividades antropogénicas, conforme abordado na secdo de
introducdo. Por esse motivo, para testar o tempo de resposta da espécie em estudo, foram
aplicadas solucBes Cu(ll) 50mM e fenol 10 mM, representantes de ambas as classes quimicas
de interesse (Figura 16 e Apéndice J).

Para 0 composto organico, obteve-se uma rapida diminuicdo da BL, cuja inibicdo foi de
94% em apenas 30 min de exposicdo. Entre 4 e 24 horas, essa inibicdo manteve-se com
variacOes medias inferiores a 1%, sugerindo que o bioensaio poderia ser conduzido em 6 h.
Entretanto, os resultados com a solucdo de Cu(Il) mostraram que tal periodo ndo é suficiente
para que os efeitos toxicos sejam completos, uma vez que a intensidade da luz continuou a
cair mesmo apos 6 horas de exposicdo. Dentro deste cenario, 0 comportamento da BL inibida
mostrou-se como uma caracteristica essencial da espécie na percepcao sobre a evolucdo dos
efeitos toxicos e na escolha do tempo ideal de 24 h de exposicdo, onde a resposta maxima do

fungo foi enfim verificada.
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Figura 16. Variacdo da BL em funcdo do tempo, avaliando-se as placas apos aplicagédo de
500 pL de solucdo aquosa de MES 50 mmolL™ em Triton X-100 0,01% (m), Cu(ll) 50 mM
(@) e fenol 10 mM (A). Em vermelho, a tendéncia de estabilizagdo da BL com o diluente
apos 6 h de exposicgdo (n = 3).
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A duracdo do bioensaio com o fungo N. gardneri é compativel com a metodologia
desenvolvida para as culturas de G. viridilucens, cujas caracteristicas de emissdo de luz
determinaram um periodo idéntico de exposicdo (Mendes & Stevani 2010). Neste caso,
entretanto, apesar de a inibicdo do Cu(ll) ser total ap6s apenas 4h, a emissao de luz do micélio
exposto ao diluente (controle) ndo se manteve em um nivel estacionario: ao contrario do
observado com a espéecie em estudo, a luz cresce abruptamente (cerca de 5 vezes em 1 hora) e
decresce lentamente, levando 24h para retornar ao valor obtido antes da abertura das placas —
dai a escolha por este tempo de exposicao.

Para o bioensaio desenvolvido com os fungos bioluminescentes em meios liquidos, por
outro lado, o tempo de exposicao satisfatdrio para fendis e metais foi de apenas 1 h, periodo a
partir do qual ndo foram obtidas mudancas adicionais nos valores de BL dos fungos expostos
aos agentes toxicos (Weitz et al. 2002). O fato de os meios de crescimento serem diferentes
daqueles utilizados para as espécies G. viridilucens e N. gardneri dificulta uma comparacéo
direta entre os tempos de exposi¢cdo em cada caso. Todavia, a diferenca pode ter ocorrido
tanto em funcdo das especificidades de cada espécie quanto por uma questdo de maior
facilidade de dispersdo dos compostos em meios liquidos. Além disso, a forma globular dos
micélios utilizados no método desenvolvido e a agitacdo dos meios antes das analises pode ter
viabilizado um contato mais efetivo entre os fungos e os poluentes, gerando uma resposta
mais rapida dos organismos.

Em relacdo aos bioensaios convencionais, que avaliam os efeitos toxicos principalmente
por meio de inibi¢cdes na biomassa ou diametro, uma comparacao direta € ainda mais dificil,
uma vez que o tempo de exposicdo aos agentes toXicos esta intrinsicamente relacionado ao
periodo total de cultivo do fungo, que varia em funcdo da magnitude de desenvolvimento do
micelio — esta, por sua vez, é alterada também de acordo com os nutrientes nos meios de

cultura e as caracteristicas individuais das espécies, conforme ja abordado anteriormente.
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4.3.3 Realizacéo do bioensaio de toxicidade
Uma vez estabelecidas as condi¢Bes de cultivo mais favoraveis a incubacdo do fungo,
assim como identificado um diluente adequado para o preparo de solucBes e selecionado o
tempo de exposicdo necessario entre o0 agente toxico e o micélio, buscou-se testar a
metodologia para a obtencdo das curvas de toxicidade de dois fenois (4-nitrofenol e fenol) e
dois metais, Cu(ll) e Cd(ll). A partir das curvas ajustadas com a funcdo Logistic (Microcal
Origin), foi possivel calcular o ECs de cada composto, cuja ordem crescente de toxicidade foi

fenol < Cu(ll) < 4-nitrofenol < Cd(Il) (Figura 17 e Apéndice K).
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Figura 17. Curvas de toxicidade para os metais (A) e fendis (B), avaliando cadmio (®), cobre
(e), fenol (%) e 4-nitrofenol (A) (n = 3).

No pH das solucdes aplicadas sobre o micélio (pH 6), tanto o fenol (pk, = 9,98) quanto o
4-nitrofenol (pk, = 7,16) encontram-se predominantemente na forma protonada. Com isso, ha
um desfavorecimento de ac¢des tdxicas diretas causadas por reagdes com ions fenolato ou por
ligagOes ibnicas reversiveis com biomoléculas. Neste caso, portanto, um possivel mecanismo
de toxicidade para estes compostos é dado em funcdo de reacbes de oxirreducdo com 0s

constituintes de sistemas biologicos e formacéo de ligacdes covalentes entre os fendis ou seus
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derivados (e.g., quinonas) e as biomoléculas (por exemplo, por afinidade com grupos tiol de
proteinas e DNA). Tais reagdes, por sua vez, podem também levar a formacdo de radicais
livres, que afetam as atividades enzimaticas, além de promover a peroxidacdo lipidica de
membranas e a quebra de cadeias de DNA em organismos eucariontes (Appel 1993, Shadnia
& Wright 2008).

A lignina possui grupos fendlicos em sua constituicdo, de modo que é de se esperar que a
maior capacidade de decomposicdo enzimatica deste material pelos fungos de podridao
branca represente um mecanismo vantajoso na resisténcia de tais organismos a certos fenois,
entre outros compostos organicos. De modo compativel, esta capacidade de degradacao foi
associada a uma tolerdncia maior do basidiomiceto Trametes versicolor ao fenol, cuja
concentracdo inibitéria minima de crescimento foi de 20 mmolL™ — em comparagdo com o
fungo de podriddo parda Coniophora puteana, que produz enzimas lacase em menor
quantidade, essa concentracao foi reduzida pela metade, para 10 mmolL™ (Voda et al. 2003).

O fenol ndo possui substituintes adicionais que possam aumentar a toxicidade da
molécula e que ja ndo estejam normalmente presentes, ainda que em menor escala, no
material organico decomposto pelo fungo. O grupo nitro do 4-nitrofenol, por outro lado, além
de reagir diretamente com as biomoléculas, pode ser reduzido para gerar um grupo nitroso
mais reativo. Um estresse oxidativo por geragéo de radicais livres na reagdo com grupos tiol e
amino em biomoléculas pode ocorrer, entdo, tanto pela reacdo direta com o 4-nitrofenol
quanto pela reacdo com o grupo nitroso supracitado. Este agente quimico apresenta também
maior lipofilicidade, o que, a principio, potencializaria a sua interacdo com lipidios
constituintes de membranas celulares e mitocondriais, favorecendo a absorcéo pelo organismo
e podendo influenciar, deste modo, na permeabilidade celular e na fosforilagdo oxidativa
(Appel 1993, Michalowicz & Duda 2007, Spycher et al. 2005).

O calculo de ions livres (aquo-complexos) realizado com o auxilio do software Visual
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MINTEQ (versdo 3.0) indicou que ha uma predominancia dos metais na forma ionica,
99,93% como Cd(lIl) e 94,64% como Cu(ll), contribuindo para uma maior biodisponibilidade
destes elementos ao fungo. O Cu(ll), conforme j& mencionado anteriormente, € um céation
essencial, requerido para as atividades enzimaticas relacionadas a degradacdo de lignina e
obtencdo de nutrientes para a sobrevivéncia fangica, o que poderia explicar, em teoria, uma
maior tolerancia pelo fungo. Cabe ressaltar que quando as culturas foram submetidas as
solugdes mais concentradas de Cu(ll), foi observada uma coloracdo marrom entre os micelios
apos 24h de exposicdo. O mesmo resultado foi obtido também por outros autores, que
indicaram a possivel producdo de melanina como mecanismo de defesa (Guillén & Machuca
2008). Este pigmento pode ter sido liberado como forma de complexar o metal e, pela
consequente diminuicdo da sua biodisponibilidade, amenizar os efeitos toxicos. Outros
autores, de forma complementar, discutem que a exposicdo ao cobre estimula a bioessintese
da enzima lacase de alguns fungos. Esta, por sua vez, pode contribuir para a sintese da
melanina pela polimerizagcdo de compostos nos meios de crescimento (Henson et al. 1999,
Baldrian 2003).

Metais com maior polarizacdo, como Cd(Il) e Cu(ll), interagem facilmente com grupos
contendo enxofre (por exemplo, tidis) em moléculas e enzimas que tém a funcdo de proteger
0s organismos contra as EROs, contribuindo desta forma para o estresse oxidativo (Gadd
1993, Mendes & Stevani 2010). Além disso, o cadmio e o cobre exercem seus efeitos toxicos
diretamente sobre as membranas plasmaticas, interferindo no transporte de solutos para as
células. Tais metais provocam alteragdes na permeabilidade das membranas, alterando
também a sua composicdo. Ambos possuem, ainda, afinidade por residuos de aminoacidos
aromaticos em enzimas, e, de forma compativel com 0 exposto acima, causam danos as
proteinas fungicas pela inducéo ao estresse oxidativo, associado a producdo de EROs — neste

caso, principalmente radicais hidroxila e anion-superdxido (Baldrian et al. 2003).
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Diferentemente do cobre (I1), o Cd(Il) ndo possui uma funcdo biologica conhecida, e seu
efeito toxico foi mais intenso do que o dos demais agentes quimicos testados para a especie
em estudo, evidenciando um mecanismo de defesa menos desenvolvido para este elemento.
Assim, os resultados obtidos poderiam ser consequéncia de uma menor adaptacdo da espécie
a este agente quimico, que ndo € naturalmente encontrado no seu ambiente de crescimento.
Pela sua caracteristica ndo essencial, o Cd(ll) ndo é conhecidamente utilizado de forma direta
em processos que favorecam o desenvolvimento do organismo, mesmo quando em baixas
concentracdes. Pelo contrério, os seus efeitos estdo associados a substituicdo de elementos
essenciais e bloqueio de grupos funcionais em biomoléculas, além de outros efeitos toxicos
causados, por exemplo, por alterac6es na integridade de membranas de células e organelas ou
reacOes diretas com biomoléculas (Baldrian 2003, Gadd 1993).

A maior toxicidade do Cd(ll) em relacdo ao Cu(ll) foi anteriormente relacionada a
diferencas nos mecanismos de biossor¢do de ambos o0s elementos — por exemplo, o cobre tem
maior afinidade por grupos carboxila, enquanto que o cadmio é atraido mais fortemente por
carboxilatos. O mesmo estudo apontou que, em comparacdo com o Cd(Il), o Cu(ll) interage
mais prontamente com polifosfatos, resultando em uma transferéncia mais lenta destes cations
para as células que sofreriam 0s danos na interacdo com os metais (Lam et al. 1998). Apesar
de o trabalho ter sido conduzido com algas, os fatores levantados pelos autores poderiam, a
principio, ser extendidos também aos fungos, dado que as moléculas supracitadas poderiam
ser encontradas também entre estes organismos. Quanto aos fendis, por sua vez, uma maior
toxicidade do Cd(ll) estad possivelmente associada a capacidade especial de degradacdo da
lignina pelos basidiomicetos, cujas enzimas sdo ndo especificas e, portanto, favoreceriam a
degradacéo de determinados poluentes organicos fendlicos.

Embora os mecanismos de emissdo de luz e de toxicidade para fungos bioluminescentes

ainda ndo sejam amplamente conhecidos, a despolarizacdo de membranas e o desacoplamento
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na BL, comumente observada em decorréncia da exposi¢do dos fungos aos agentes toxicos.
Isso porque, para garantir uma fonte de energia para os processos metabdlicos, os fungos
utilizariam mais NADH na tentativa de sintezar ATP em quantidades suficientes.
Consequentemente, menos deste cofator estaria disponivel para ser utilizado na reacéo
enzimatica de reducdo da luciferina, envolvida no mecanismo de reacdo bioluminescente.
(Stevani et al. 2013).

O NADPH, alternativamente utilizado na reacdo bioluminescente, pode ser produzido a
partir do NADP" (forma oxidada), sintetizado pelos organismos a partir da fosforilagio de
NAD" pela enzima NAD" quinase. Entretanto, em condicdes onde a producio de ATP é
limitada, é de esperar uma maior quantidade de NAD" sendo utilizada na producéo de NADH
para a biossintese de ATP. Como este também é utilizado na conversdo do NAD* em NADP™,
¢ esperada, da mesma forma, uma menor producdo do NADPH. Assim, uma menor
quantidade de NADP™ sendo produzida pelo fungo em funcéo de danos causados por agentes
quimicos organicos ou inorganicos resultaria também em uma menor disponibilidade de
cofatores para a reacdo de bioluminescéncia flngica (Stevani et al. 2013).

Os bioensaios ja desenvolvidos para os fungos bioluminescentes avaliam a toxicidade de
metais e alguns fenois substituidos, em especial clorofendis. Para metais, o fungo N. gardneri
mostrou-se menos tolerante do que a espécie G. viridilucens, mas mais resistente em
comparagao com as especies A. mellea e M. citricolor. Em relagéo aos resultados obtidos por
Weitz et al. (2002), por exemplo, 0 ECs, do cobre apresentou uma ordem de grandeza cerca
de 100 vezes menor em comparagdo com o obtido no presente trabalho (Tabela 8).

Dadas as diferengas entre os parametros dos diferentes bioensaios, como as caracteristicas
intrinsecas das especies utilizadas (incluindo os mecanismos de defesa e de interacdo com 0s

agentes toxicos); a composi¢do dos meios de cultura; o tempo de exposicdo com 0 agente
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toxico e as condicBes de inoculacdo, os valores de ECsy para um mesmo composto serdo

logicamente variados de acordo com a metodologia adotada.

Tabela 8. Diferentes parametros adotados na avaliacdo da toxicidade de compostos para
espécies fungicas bioluminescentes e respectivos valores de ECsg.

Meiosde  Agente ECso Texposicao

Espécie cultivo quimico (mM) ) Referéncia
cd(ll (8,0 +0,5).10°* 24
_ ) Cu(ln) 0,53 + 0,09* 24
N. gardneri agar Presente estudo
fenol 1,7+£0,3 24
4-nitrofenol 0,34 £ 0,04 24
. . Cd(ln) 24+01 Mendes &
G. viridilucens agar cu(l) 57102 24 Stevani (2010)
A. mellea o 2 1,3x10° 1 Weitz et al.
— liquido Cu
M. citricolor 36,0x10°° 1 (2002)
+
G. viridilucens agar fenol >8+03 24 ngos d?. grupo
4-nitrofenol 1,8+0,1 n&o publicados

* ECso para 0s metais na forma de ion livres, cuja concentracdo foi calculada com o software
Visual MINTEQ. Os valores nominais de ECsy, desconsiderando especiagdes, séo de (8,0 +
0,5)x10°mM e (0,56 + 0,1) mM para os sais de cadmio e de cobre, respectivamente.

Assim, por exemplo, um ECso de 1,3 pmolL™ foi obtido para o Cu(ll) exposto ao fungo A.
mellea, enquanto que para a espécie M. citricolor o mesmo elemento apresentou toxicidade
cerca de 30 vezes menor, necessitando de uma concentracio de 36 pmolL™ para inibir 50% da
luz emida pelo micélio (Weitz et al 2002). Com o fungo G. viridilucens, por outro lado, foi
obtida uma diferenca ainda maior para o Cu(ll), com um ECs, equivalente a 5,7 mmolL™
(Mendes & Stevani 2010). Ainda avaliando 0 mesmo cétion, porém em ensaios convencionais
(ou seja, medindo-se geralmente didmetro ou biomassa e incorporando o0s agentes toXxicos
diretamente nos meios de cultura antes da inoculacdo), essa diferenca de toxicidades é
também obtida: por exemplo, valores de ECs, em torno de 10 mmolL™? e 3 mmolL™? foram

obtidos para as espécies Laetiporus sulfurous e Ophiostoma sp., respectivamente, avaliando a
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inibicdo do diametro em meios sélidos (Guillén e Machuca 2008). Ainda em ensaios
tradicionais, a medicdo de biomassa em meios liquidos para o Cd(Il) resultou em valores de
ECsode 12,6 pmolL™ e 0,008 pmolL™ para as respectivas espécies Suillus variegatus e Suillus
granulatus (Hartley et al 1997).

Comparativamente com os metais, os trabalhos buscando avaliar os valores de ECs para
fenol ou 4-nitrofenol para fungos sdo escassos, nao sendo encontrados tantos estudos voltados
aos testes de toxicidade. Ainda assim, bioensaios conduzidos com ascomicetos indicaram
valores de ECsy em torno de 0,5 mmolL™ para o 4-nitrofenol exposto durante 20 dias as
culturas de Aspergillus fumigatus, A. flavus e A. tamarii, avaliando-se a inibicdo de biomassa
dos micélios cultivados em meios liquidos (Bharathi et al. 2009). Ainda em meios liquidos,
outro estudo avaliando a inibicdo do crescimento de 24 espécies de ascomicetos pela medicédo
do diametro dos micélios expostos a fenol durante 15 dias resultou em valores de ECsy na
faixa de <1,1 - 9,0 mmolL™" (Guiraud et al. 1995). Novamente foi observada, pelos dados
supracitados, uma aparente maior tolerancia das espécies fungicas ao fenol em relagdo com o
4-nitrofenol.

Em bioensaios com bactérias, mais usuais para microorganismos, o 4-nitrofenol
apresentou valores de ECsy de 63 umolL™ para a espécie Photobacterium phosphoreum,
adotando os procedimentos do teste Microtox® com tempo de exposicdo igual a 30 min
(Ricco et al. 2004). O fenol, por sua vez, € um composto toxico utilizado como referéncia no
Microtox® e tem seu ECsq padronizado entre 0,14 e 0,28 mmolL™ para a bactéria A. ficheri,
considerando 15 min de exposi¢cdo (AZUR Environmental 1998). No que diz respeito aos
metais, essa diferenca na ordem de grandeza dos valores de ECsy permanece, em especial para
o Cu(ll), tendo sido obtidos valores de ECso de 1,62 pmolL™ e 27 pmolL™ para Cu(ll) e
Cd(Il), respectivamente, mantendo 15 min como tempo de exposicdo (McCloskey et al.

1996). Neste sentido, o fungo N. gardneri apresentou uma resposta na mesma ordem de
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grandeza apenas no bioensaio conduzido para o Cd(ll) — para o cobre, a sensibilidade da
espécie foi cerca de 300 vezes menor, enquanto que para os fenodis foram obtidas toxicidades
cerca de 5-10 vezes mais baixas.

Essas diferencas observadas nas ordens de magnitude entre os resultados dos bioensaios
com diferentes tipos de microorganismos em meios sélidos e liquidos indicam a importancia
de expandir os estudos com os fungos, no sentido de refletir da melhor forma possivel o
desenvolvimento e a resposta de organismos especificos. As espécies fungicas sdo de especial
interesse tanto por serem representantes do compartimento ambiental terrestre, quanto por
ocuparem uma posicdo estratégica na base da cadeia alimentar, reforcando a necessidade de
ampliar o conhecimento sobre a toxicidade de compostos para tais organismos. Desta forma,
pelo crescimento fungico caracteristico em solos, o desenvolvimento das metodologias em
meios de cultura solidos representaria melhor o seu crescimento e a sua resposta nos habitats
naturais, apesar de ndo necessariamente refletirem a biodisponibilidade dos compostos nestes
locais devido a complexidade dos ambientes de origem.

Além disso, a emissdo de luz em culturas submersas nos meios liquidos é menor, ndo
sendo possivel a sua visualizacdo a olho nu, conforme evidenciado pelo nosso grupo com a
espécie N. gardneri e confirmado, em contato com a pesquisadora responsavel pelo
desenvolvimento dos bioensaios em meios liquidos, para as culturas dos fungos A. mellea, O.
Ollearius, P. stipticus e M. Citricolor (Weitz, comunicacdo pessoal). Consequentemente,
nestes meios pode haver uma diminuicdo da BL quantificada, representando uma possivel
desvantagem para os bioensaios. Por outro lado, quanto mais intensa for a BL, mais
facilmente os resultados sdo obtidos e interpretados, permitindo avaliar a toxicidade de
compostos em faixas mais amplas de concentracdo com menores erros nas medidas —
principalmente porque, neste caso, a emisséo de luz é bem maior do que o sinal da linha base

do equipamento. Pela BL visivelmente menor em meios liquidos, seria interessante avaliar
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futuramente se esta seria uma explicacéo adicional para as diferencas de sensibilidade entre os
bioensaios. Isso porque, quando a emissdo de luz é significativamente menor, qualquer
variacdo de intensidade causada pela interacdo dos organismos com 0s agentes tOXicos
poderia resultar também em um maior impacto na comparacdo com as culturas utilizadas
como controle (considerando que BLinibida = BLpss-exposicao/BLcontrole). OS meios de cultura
liquidos, dentro do que ja foi abordado na introducdo, favorecem uma maior
biodisponibilidade dos metais. Mesmo com a aplicacdo direta dos agentes quimicos sobre 0
micélio dos fungos em meios solidos, uma possivel difusdo das solucdes pelo agar poderia
reduzir em maior escala a biodisponibilidade dos compostos, conforme sera evidenciado na
préxima secdo. Um maior contato das espécies fangicas com 0s contaminantes testados nos
bioensaios de Weitz et al (2002) pode ter sido potencializado também pela forma globular dos
micélios (com diametros de 3-5 mm), que possuem, teoricamente, uma maior area superficial
para contato. Estes globulos foram retirados dos meios de cultura e lavados com agua antes de
serem transferidos para cubetas contendo apenas os agentes toxicos, diluidos também em agua
— mais uma vez, a biodisponibilidade seria menos influenciada por interagcGes dos metais com
quaisquer componentes do meio de cultura. Adicionalmente, as solugfes com os agentes
toxicos foram agitadas antes das medicdes de BL, ja em contato direto com o micélio, o que
pode ter aumentado o contato das espécies flngicas com 0s compostos testados.

As semelhancas nos meios de cultura e procedimentos de bioensaio permitem fazer uma
comparacdo mais direta entre o fungo N. gardneri e a espécie G. viridilucens. Neste caso,
como seria de se esperar pela proximidade maior entre os metodos, as ordens de grandeza dos
valores de ECso de ambos os bioensaios foram mais proximas entre si quando em comparacgao
com os resultados em meios liquidos. Ainda assim, a espéecie em estudo mostrou maior
sensibilidade tanto aos metais quanto aos fenois. 1sso poderia ser explicado, a principio, pelo

habitat de origem dos fungos: as primeiras culturas de G. viridilucens foram preparadas a
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partir de corpos de frutificacdo encontrados no PETAR, cujas atividades de mineiracéo
resultaram na contaminacao da regiao, principalmente por chumbo, mas também por cadmio e
cobre (Cotta et al. 2006). Assim, o crescimento do fungo nesse tipo de ambiente pode ter
colaborado para uma maior resisténcia do organismo aos agentes toxicos e para 0
desenvolvimento mais aperfeicoado de mecanismos de defesa especificos para metais, de
alguma forma herdados pelos micélios cultivados em laboratorio. Para fenois, entretanto, a
principio as diferencas de sensibilidade parecem ser menores, possivelmente pela
caracteristica em comum dos basidiomicetos de secretar enzimas lignoliticas capazes de
interagir também com este grupo de moléculas organicas.

Conforme ja mencionado, além do fator ambiental discutido acima, as diferencas no ECsg
foram provavelmente causadas também pelas demais especificidades de cada espécie. Neste
caso, as distingbes mais notaveis entre os fungos G. viridilucens e N. gardneri sdo seus perfis
de BL dentro de condi¢bes de incubacdo distintas. Exemplos disso sdo as particularidades nas
concentracfes da fonte de nitrogénio requeridas em cada bioensaio, embora os micélios
tenham sido cultivados utilizando os mesmos materiais para o preparo dos meios de cultura, e
as reacOes particulares de cada espécie em contato com o ar e solugbes aplicadas sobre os
micélios. Do mesmo modo, o desenvolvimento 6timo do N. gardneri em temperaturas mais
elevadas e sob uma concentracdo de melaco 5 vezes maior em relagcdo ao G. viridilucens
corrobora para a percep¢do de diferencas nas caracteristicas entre as duas espécies, que
naturalmente influenciariam os seus mecanismos de interacdo com os agentes toxicos.

Com o exposto nesta se¢do, embora o bioensaio proposto no presente trabalho ainda seja
limitado aos compostos que sdo soltveis no solvente testado e as placas ndo sejam controles
de si mesmas, a metodologia desenvolvida até aqui apresenta vantagens principalmente em
relagdo ao crescimento rapido do micélio, a maior sensibilidade frente aos compostos testados

e a luz elevada emitida pela espécie estudada, que permite avaliar a toxicidade dos agentes
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quimicos em uma maior faixa de concentragfes. Do mesmo modo, o perfil estavel de BL,
com um platd onde a luz é mantida de forma previsivel, € outro fator que indica uma
vantagem da espécie para a aplicacdo de interesse. A medicdo da BL é, ainda, mais pratica e
rapida do que a avaliacdo de alteragcdes do didmetro ou biomassa nos ensaios convencionais e
h& menor interferéncia dos meios de cultura na biodisponibilidade em relacdo aos métodos
convencionais, porque o tempo de contato com 0s agentes quimicos € menor. Assim, 0
bioensaio com a espécie N. gardneri representa mais uma opcao viavel para espécies de
habitat terrestre, podendo ser utilizado como complemento com as analises quimicas de
amostras ambientais e demais bioensaios desenvolvidos com outros organismos terrestres

e/ou aquaticos.

4.4 Absorcdo de fenol e fendis substituidos em meios de cultura

Nesta etapa adicional de experimentos, a absor¢do de fenol e fendis substituidos em
meios de cultura foi determinada visando verificar se a concentragdo dos agentes toxicos
poderia sofrer alteracdes em funcdo de diluicdes pelo agar. Os compostos avaliados, neste
caso, foram os mesmos testados previamente com a espécie G. viridilucens, razdo pela qual se
buscou reproduzir as condi¢des de incubacéo utilizadas para este fungo.

Inicialmente, foram medidas as concentracdes das solucBes individuais de fendis
aplicadas sobre os meios ndo inoculados e recuperadas ap6s o tempo de exposicdo de 24
horas. Para isso, a superficie dos meios foi lavada com o diluente (solugdo aquosa de Triton
X-100 0,05%), e uma aliquota da solucdo final obtida neste processo foi utilizada para a
reacdo, seguindo o método colorimeétrico adotado. Os dados evidenciaram que as
recuperacdes dos fenois foram, em geral, inferiores a 50% do valor original, indicando uma

possivel absorcao dos analitos (Tabela 9).
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Tabela 9. Concentracdo de fendis recuperada (ndo absorvida) apds exposicdo por 24 h ao
meio de cultura. Em negrito, os valores que mais se aproximam do ECs, calculado em ensaio
toxicoldgico com a espécie G. viridilucens (n = 3).

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

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 -

15 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 - - -

- 4,8+0,6 - 0,00 % 0,00

- - - 0,00 + 0,00

- - - 0,00 £ 0,00

3
4
5 0,76 £ 0,05 49x+04 - 0,00 £0,00
6
7

- - - 0,97 + 0,07

7,5 - 30%0,1 - -

8 - - - 0,80 + 0,05

10 2,2+0,3 5803 - 0,02 +0,00

12 - - - -

14 - - - -

15 3,6+04 - ] )

16 - - - 0,27 +0,03

20 48+10 7,4+0,7 - -

25 58+08 - - -

30 6,8+0,1 7,204 - -

35 7.4+0,6 - ] )

40 - 10,9 +0,7 - -

50 - 13,3+0,5 - -

60 - 140+ 1,7 - -

70 - 158+0,9 - -
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Os resultados obtidos ressaltaram a necessidade de analisar se os fendis seriam
identificados nos meios de cultura e se a diluicdo destes compostos seria homogénea ou nao.
Deste modo, em uma préxima etapa, foi feita a quantificacdo dos fendis ndo somente nas
solucdes lavadas da superficie, mas também nas secOes inferiores e superiores dos meios,
fundindo ambas as partes separadamente. Para impedir a gelificacdo do agar, uma aliquota
destas secOes foi imediatamente diluida nos tubos onde ocorreu a reacdo colorimétrica
requerida pela metodologia adotada. Como forma de controle, foram analisadas também
solucdes aplicadas sobre os meios de cultura e imediatamente lavadas da sua superficie. Para
reproduzir ao maximo as condi¢cdes de armazenamento, estas foram mantidas pelo mesmo
periodo de 24h em um mesmo ambiente que 0s meios expostos aos analitos durante todo o
tempo de exposicdo. As concentracdes dos fenois aplicados diretamente nos meios de cultura
foram escolhidas, conforme ja mencionado, em funcdo do valor do ECs, estabelecido
anteriormente em ensaio de toxicidade para a espécie supracitada, abrangendo uma faixa ao
redor de 0,5 a 30 mM.

Os experimentos confirmaram a quantificacdo dos fendis nas partes inferiores e
superiores dos meios ndo inoculados, indicando que, de fato, ocorre uma difusdo dos
compostos pelo &gar (Tabela 10). As médias de concentracdo incluindo ambas as secGes
(superior e inferior, somando 6 replicatas) mantiveram-se com desvios inferiores a 15% entre
si, comprovando certa distribuicdo homogénea dos fendis pelos meios. Isso significa que a
concentracdo nominal adicionada sobre o micélio no bioensaio pode diminuir por efeito de
diluicdo, dependendo da area e da permeabilidade do micélio. Para a espécie G. viridilucens,
foi considerado aceitavel que os valores de ECs dos fenois (alguns dos quais mostrados na
Tabela 8) sejam divididos por 6, a fim de corrigir os efeitos dessa diluicdo dos compostos, que
durante o bioensaio acabam entrando em contato direto com uma regido dos meios nao

ocupada pelo fungo, além de também atingirem uma area sob o micélio ja desenvolvido.
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Tabela 10. Concentracdo nominal dos fendis aplicada na superficie do meio de cultura com
agar, a concentracdo determinada imediatamente apds a aplicacdo (controle), na lavagem da
superficie e nas partes cortadas do agar (superior e inferior) apds 24 h da exposi¢do.?

Concentracdo Controle Lavagem Agar superior Agar inferior
nominal (mM) 4-metdxifenol (MM)
20 20,3+138 14+0,1 179+31 193+1,7
30 29,3+24 2,4+0,2 28,2+39 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
12 119+19 1,7+0,1 132+1,1 128+12
24 23920 53+0,6 26,4+1,2 24,1+34
2,4,6-triclorofenol
0,5 05+0,1 0,0£0,0 0,4+0,0 05+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 16+0,1
Fenol
2 1,9+0,2 0,0+£0,0 2,1+0,3 1,8+0,2
6 6,8+£0,8 0,0£0,0 54+0,3 6,8+0,5
20 206+1,3 1,2+0,1 20,9+29 19,8+ 2,6

% Experimentos realizados em triplicata (n = 3).

A metodologia, entretanto, precisa ser aperfeicoada, uma vez que apresenta limitacGes
principalmente quanto ao tratamento de amostras, sendo necessario manipular diretamente o0s
meios de cultura para corta-los em secdes. Adicionalmente, interferentes presentes na
composicdo dos meios elevam o sinal do branco, preparado a partir da aplicacdo de apenas
diluente. Além disso, esse tépico ainda requer maior aprofundamento, sendo necessario
englobar mais contaminantes e também realizar a determinagédo do teor de analitos absorvidos
pelos meios quando o micélio ja esta desenvolvido sobre 0os mesmos, a fim de comparar com
a absorcdo na auséncia de fungo. Cabe ressaltar, entretanto, que tal estudo é ainda inédito para

0s compostos em questdo, ndo havendo na literatura dados cientificos publicados a respeito da
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taxa de absorcdo de tais fendis aos meios de cultura solidos a base de agar.

O metodo do azul da Prassia (Budini 1980) foi testado com outros dois fendis, 4-
nitrofenol e 4-cianofenol, cujas toxicidades para a espécie G. viridilucens também foram
estudadas previamente pelo grupo. No entanto, a reacdo nao ocorreu e o produto final de
coloracdo azul ndo pdde ser quantificado. Neste caso, 0 método de quantificacdo utilizado
consiste em uma reacdo de oxirreducdo entre o ferrocianeto de ferro (produzido através da
reacdo entre cloreto de ferro (I11) em meio acido e ferricianeto de potassio) e os fenais,
gerando como produto final um composto de coloracdo azul, denominado hexacianoferrato
férrico — popularmente denominado azul da prussia (Esquema 1). Como se trata de uma
oxirreducdo, a reacdo depende da capacidade dos fendis de doar elétrons e do ferricianeto de
potassio de recebé-los (Graham 1992). Os grupos ciano e nitro ligados ao anel aromatico séo
considerados fortes sacadores de elétron, diminuindo a densidade eletrénica no anel
aromatico, de modo que a reacdo pode ter sido inviabilizada devido a uma diferenca de

potencial insuficiente entre os produtos para viabilizar a oxirreducao.

Fenol +  2Fe(CN) » Fenol oxidado +  2Fe(CN)*
fon ferricianeto fon ferrocianeto
2Fe(CN)* + 4Fe3t > Fe,[Fe(CN));]
Ton ferro (IIT) Azul da Prussia

Esquema 1. Reacdo de oxirreducdo envolvida no método do azul da prassia para
quantificacdo de fenol e fendis substituidos. Fonte: traduzido e adaptado de Graham (1992).
Os testes cujos resultados foram mostrados nesta secdo foram conduzidos enquanto se
aguardava o reparo de camaras climaticas, antes da otimizacdo dos meios de cultura e
desenvolvimento do bioensaio com a espécie N. gardneri. Portanto, 0s mesmos nao foram
ainda repetidos nas condigdes de incubacéo do fungo em estudo. Entretanto, considerando as

propriedades dos compostos testados e as similaridades dos solventes aquosos utilizados, é de
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se esperar que uma diluicdo semelhante ocorra nos procedimentos com o fungo utilizado neste
trabalho. Adicionalmente, a diminui¢do no pH observada também de modo homogéneo entre
as secOes inferiores e superiores dos meios de cultura € outro fator que reforca a capacidade
de difusdo pelo agar neste caso.

Assim, considerando os resultados apresentados e extrapolando-os para 0s metais e para a
espéecie N. gardneri, os valores de ECs obtidos no presente trabalho também poderiam ser
divididos por 6, levando em conta a diluicdo das solucdes aplicadas sobre o micélio (500 pL)
em 3 mL de meios de cultura - este € o volume de meio de cultura adicionado em média a
cada placa (Tabela 11). Todavia, seria ideal aprofundar os estudos nesta area e confirmar a
diluicdo supracitada por procedimentos e técnicas analiticas mais precisas, a fim de sanar as
limitacbes do método espectrofotométrico e quantificar também os metais, além de
estabelecer o periodo requerido para a diluicdo total das solucGes pelos meios de cultura,

visando avaliar se 0 ECsg obtido precisaria de ajustes adicionais em funcao do tempo.

Tabela 11. Valores de ECsp para as espécies N. gardneri e G. viridilucens considerando a
diluicdo das solucdes pelos meios de cultura.

Composto ECso — N. gardneri ECso — G. viridilucens
Cd*? 1,3+ 0,08 pmolL™ 0,4 + 0,02 mmolL™
Cu*? 88 + 15 pmolL™ 0,95 + 0,03 mmolL™
fenol 0,28 + 0,05 mmolL™* 0,97 + 0,05 mmolL™

4-nitrofenol 57 + 7 umolL™ 0,30 + 0,02 mmolL™
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foram obtidas informacgdes essenciais para conhecer o
comportamento do fungo N. gardneri em diferentes cenarios. Os estudos preliminares para
identificar a fonte da alta variabilidade na BL entre replicatas permitiram uma compreensdo
basica acerca de algumas das especificidades da espécie e do método de medicdo. Somente
apos essa etapa inicial de investigacdo, foi possivel ajustar as condi¢bes de cultura;
estabelecer o melhor diluente para dissolucdo dos agentes quimicos a serem testados e definir
0 tempo de exposicdo do bioensaio. Por fim, as toxicidades de dois metais e dois fendis
puderam ser obtidas para a espécie, pelo calculo dos respectivos valores de ECs, utilizando a
BL inibida como parametro de medicdo dos efeitos toxicos.

Os resultados apresentados demonstraram a viabilidade de aplicacdo do bioensaio com o
fungo N. gardneri, que apresentou caracteristicas favoraveis principalmente quanto a emisséo
intensa de luz, crescimento rapido do micélio, comportamento estavel da BL em condicdes
ajustadas e sensibilidade razoavel frente aos agentes tdxicos avaliados. Ndo existem ainda
outros estudos publicados envolvendo ensaios toxicoldgicos para a espécie supracitada, de
modo que a metodologia desenvolvida neste trabalho pode contribuir com uma expanséo de
conhecimentos nesta area. Assim, considerando que o tema ainda é pouco estudado e a
abrangéncia das pesquisas neste campo de conhecimento sdo amplas, espera-se que 0s
procedimentos propostos no presente trabalho possam ser utilizados também como base para
trabalhos futuros, visando o aperfeicoamento dos ensaios de toxicidade com a espécie em
questdo. Desta forma, por exemplo, poderiam ser investigados novos diluentes, além de
testadas as toxicidades de outros compostos ou amostras de interesse.

No futuro, pretende-se avaliar novos parametros associados a variacdo de BL pelo fungo
N. gardneri dentro das condi¢des ajustadas para o bioensaio (e.g., teor de gases como O; e

CO, na atmosfera interna das placas de Petri e sua variacdo ao longo do tempo) e identificar
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técnicas/equipamentos de analise mais adequados para a quantificacdo da luz emitida, que
permitam a medicdo homogénea de fotons em toda a superficie do micélio.

Como etapa adicional de experimentos, foi paralelamente demonstrado que os fendis
dissolvidos em solucGes aquosas de Triton X-100 sdo diluidos de forma homogénea entre as
secOes inferior e superior de meios de cultura ndo inoculados, preparados a base de agar e
dispostos em placas de 35 mm. Isso é um indicativo de que, no tempo de exposicao de 24h, a
dispersdo de compostos pelos meios de cultura pode diminuir as concentracdes de agentes
toxicos aos quais os fungos sdo expostos. Este efeito seria de 6 vezes na concentracdo
nominal, uma vez que o protocolo do bioensaio utiliza 500 pL da solu¢do contendo o agente
toxico para 3 mL de agar. A metodologia utilizada, no entanto, possui algumas limitaces, tais
como a necessidade de solubilizar o agente tdxico em solucdo aquosa, com pH entre 5 e 6.
Por essa razdo, ha a necessidade de estudos mais aprofundados, inclusive para incluir os

metais e demais compostos de interesse.
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APENDICE A — Valores de BL medidos nos lumindmetros de tubo e de microplacas.*

Lumindmetro de Tubo Lumindmetro de Microplacas

Dia  pH Temp.  BLmgdiaX 10° RSD BLmedia X 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 11577 67,2 0,54 £ 0,36 65,9
4 4(T) 25 8,9+6,3 70,5 0,36 +0,24 67,7
5 4(T) 25 8,5+89 105,6 0,29 £0,24 81,6
6 4(T) 25 21+41 195,7 0,11+£0,16 143,6
9 4(T) 25 0,05 £ 0,04 77,0 6,8+ 13,4 198,7

0 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+71 32,9 26+04 14,5
2 6 25 85,7 £24,8 28,9 51+18 34,7
3 6 25 167 +17,4 10,4 83+25 29,9
4 6 25 103,3 + 46,0 44,5 34121 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+25 237,4 0,16 £ 0,35 222,1
0 8 25 3,0+£0,7 23,8 0,22 £ 0,05 23,4
2 8 25 09+05 50,8 0,09 £ 0,04 38,5
3 8 25 59+6,7 112,7 0,38 £ 0,52 134,8
4 8 25 43,7 £ 21,7 49,7 1,711 63,0
5 8 25 57,8+24,4 42,2 19+1.2 64,2
6 8 25 1,6 +3,6 223,3 0,03+0,02 449
9 8 25 0,53+1,25 238,2 0,03 +0,01 33,0

0 4(T) 32 0,12 £ 0,04 39,9 0,06 £ 0,00 4,3
2 4 32 15,7+ 30,3 192,9 094 +172 183,0

Continua
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3 4 32 80,3+33,5 41,7 57+25 43,9
4 A 32 88,4 + 38,3 43,4 45+28 62,8
5 4(T) 32 39,6+14,4 36,5 1,3+0,8 60,1
6  4(T) 32 13,2+ 18,9 143,7 1,0+1,2 125,7
9 4(T) 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 Saturagéo Saturacao 26,9+45 16,8
4 4 32 136,2+ 17,4 12,8 106+15 14,0
5 4 32 1258 £ 17,0 13,5 98+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 32 102+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+14 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+57 100,2 0,51+0,36 69,6
9 6 32 11,1+19,8 178,6 0,78 +0,72 91,9
0 8 32 5624 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+43 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 1111
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 de &gua destilada (500 uL) esterilizada sobre 0s
meios de cultura no momento da inoculagéo (n = 3).



132

APENDICE B — Perfis de BL construidos com os valores do apéndice A.*
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* As medidas foram feitas nos lumindmetros de tubo (A e B) e de microplacas (C e D)
incubando o fungo sob 25°C (A e C) e 32°C (B e D) em meios de pH 4 tamponado (m) ou 4
(@), 6 (A) e 8 (%) ndo tamponados (n = 3). Na Figura B, a curva correspondente ao perfil de
BL no pH 4 ndo tamponado foi oculta devido a saturacdo do sinal do detector no ponto mais
alto do grafico. Na Figura C, foi omitido o dia 9 da curva correspondente a incubagdo em pH
4 tamponado, porque o desvio padréo estava alto a ponto de dificultar a visualizagdo dos
dados no grafico.



133

APENDICE C - Valores de BL medidos no lumindmetro de microplacas utilizando um

suporte individual de placas de 35 mm.*

Temperatura 25°C Temperatura 32°C
Dia pH  BLmaiax 10*(RLU)  RSD (%) BLuggiax 10*(RLU)  RSD (%)
0 4T 0,53 +0,08 14,5 0,73+0,22 30,2
2 4T 11,2+1,2 11,0 212+ 79 37,4
3 4T 48,7 + 6,2 12,8 451 + 88 19,6
4 AT 37,9+4.2 11,0 116 + 29 25,3
5 4T 0,64 + 0,04 6,1 6,4+43 67,1
6 4(T) 1,8+0,3 29,1 69+76 110,8
9 4T 116 +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 93+24 25,4 169 + 45 26,4
3 4 34,4+11.8 34,4 539 + 61 11,3
4 4 36,4 +3,7 10,2 425+12,1 28,4
5 4 18,2+ 10,0 55,3 37+31 84,7
6 4 1,8+1,1 59,4 6,6 +5,2 78,0
9 4 57+16 28,6 23,0 £ 10,7 46,6
0 6 0,49 + 0,07 14,1 92+1,1 11,7
2 6 438+79 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+24 130,5
6 6 0,89 + 0,15 17,2 48+43 90,4
9 6 3,8+32 85,4 42+29 69,9
0 8 5,0%0,9 18,5 22+0,7 32,9
2 8 0,85 + 0,08 9,1 7,7+34 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 7,4+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 apéndice C.*
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* Gréficos obtidos na medicdo individual do micélio inoculado em placas de 35 mm & 25°C
(A) e 32°C (B), em pH 4 tamponado (m) ou 4 (e), 6 (A) e 8 (*) ndo tamponados (n=3).
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APENDICE E - Valores de BL medidos no lumindmetro de microplacas utilizando um

suporte individual de placas de 60 mm.*

Placas de plastico

Placas de vidro

Dia pH  BLmaiax 10*(RLU)  RSD (%) BLuggiax 10*(RLU)  RSD (%)
0 4 1,3+56 41,1 - -
2 4 53+6,3 11,9 - -
3 4 19.4+84 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 6 275+3,2 11,6 43,8+88 20,1
3 6 17,6 +1,3 7,2 42,9+99 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+155 40,5
9 6 1,6 +0,6 37,6 09+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+4,1 57,2 - -
5 8 86+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 25°C em meios de pH 4, 6 e 8 ndo tamponados

(n=3).



136

APENDICE F — Perfis de BL construidos com os valores do apéndice E.*
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* Gréaficos obtidos na medicéo individual do micélio incubado a 25°C em placas de plastico
com meios de pH 4(m), 6 (®) e 8 (%) ndo tamponados e em placas de vidro com meios de pH
6 (A) (n=3).
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APENDICE G - Valores de BL do fungo N. gardneri cultivado em placas de petri de 35mm,
variando as condic¢des de temperatura e pH.*

25°C 30°C 35°C
Dia pH BL + 5SD RSD BL + 5SD RSD BL + ;SD RSD
(x10°) (%) (x10°) (%) (x10°) (%)
0 4 1,2+0,2 18,4 0,22 +0,01 4,2 0,23+0,01 6,2
1 4 0,12+0,01 7,0 0,14 +0,01 6,7 0,19 +0,00 2,0
2 4 3,1+0,3 9,6 46+1,0 21,7 0,20%+0,01 3,9
3 4 269+17 6,3 21,3+16,0 753 0,26 £0,00 1,7
4 4 23,3+3,7 15,9 29+01 4,4 0,22 +0,00 2,2
6 4 5,3+0,7 12,6 11,6+2,0 16,8 0,18+0,03 15,6
7 4 28+05 18,8 11,857 48,3 0,22+0,05 23,3
8 4 54+10 18,0 115+16 144 0,27+0,11 41,9
9 4 58+16 21,7 8,5+0,7 8,5 0,19 + 0,06 33,3
10 4 9,0+23 25,2 73+x11 145 036+036 1012
11 4 13,8+ 3,4 24,4 56%0,2 4,5 0,76 +1,28 167,8
13 4 26,4 +46 17,3 34+09 26,3 - -
0 6 0,66 + 0,05 7,5 1,2+0,1 8,4 0,94 +0,18 19,2
1 6 0,30 + 0,02 7,0 0,33 +0,05 143  0,23+0,00 1,6
2 6 1,1+0,1 9,3 189+15 8,1 0,34 + 0,06 16,2
3 6 11,6 +0,8 6,9 241+15 6,1 0,49 + 0,07 14,6
4 6 17,1+2,2 13,0 52,277 14,8 0,39%0,06 14,8
6 6 58,4 +10,7 18,3 107 + 8 7,8 0,28 + 0,06 21,1
7 6 72,3+8,1 11,2 182 + 17 9,3 0,25+0,03 115
8 6 148 + 14 9,7 234 £ 17 7,2 0,23 +0,03 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 + 35 119 0,19+0,01 2,7
11 6 194 + 32 16,5 350 + 32 9,2 0,14 + 0,00 1,5
13 6 190 + 26 13,8 526 + 60 11,3 - -
0 8 0,22 +£0,01 4,9 0,26 £ 0,01 3,2 0,29 +0,01 3,4
1 8 0,19 + 0,02 9,6 0,20+ 0,01 6,0 0,24 + 0,02 7,3
2 8 0,11+0,01 8,7 0,19+0,01 4,2 0,25+ 0,01 4,5
3 8 0,13+0,01 7,2 0,47 + 0,07 14,9 0,31+0,01 3,8
4 8 0,13+0,01 52 0,43 +0,02 4,6 0,25+0,01 2,6

Continua.
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6 8 0,61+0,14 23,0 30+0,8 274 0,17+0,00 0,24
7 8 20+0,3 15,8 8,4+0,7 8,1 0,20+0,00 11
8 8 82+1,0 12,4 31,0£6,2 199 0,21+£0,00 0,28
9 8 148+14 9,2 63,5+ 6,4 10,1 0,17 +0,00 2,9
10 8 30,8+6,8 22,1 130 £ 10 78 0,19+0,00 2,3
11 8 35,3+£3,6 10,3 207 £+ 14 70 0,14+0,01 4,8
13 8 74,2+99 13,3 33030 9,2 - -

*(n=4)
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APENDICE H - Valores de BL do fungo N. gardneri cultivado em placas de petri de 35
mm, variando as concentragdes de extrato de levedura e melago.*

Temperatura 25°C Temperatura 30°C
bia 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 28+2,0 70,8
3 0,2 0,1 20x£0,3 13,7 44+17 39,3
6 0,2 0,1 164+21 12,6 120+2,0 17,0
7 0,2 0,1 36,6 £5,9 16,2 13,8+2,6 18,9
8 0,2 0,1 56,0+54 9,7 159+28 17,7
9 0,2 0,1 39,8+2,0 51 153126 17,0
10 0,2 0,1 44,6 £ 4,6 10,2 16,0+ 3,6 22,6
11 0,2 0,1 456+ 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 33,3+29 8,8
6 1,0 0,1 729+74 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 58 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 53 149+15 10,2
6 5,0 0,1 151 + 32 20,9 86,6 + 4,7 55
7 5,0 0,1 172 + 13 1,7 153 + 63 41,5
8 5,0 0,1 360 + 66 18,3 248 + 98 39,4

Continua.
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9 5,0 0,1 499 + 65 13,0 376 + 141 37,6
10 5,0 0,1 1336 + 166 12,4 503 + 229 454
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 0,02 174+24 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 57
10 1,0 0,02 122 + 17 14,0 187 +6 33
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 2,3+04 15,7
3 1,0 0,5 147+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: concentracdo de melago (%); L: concentracéo de levedura (%).

*(n=4)
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APENDICE | — Valores de BL do fungo N. gardneri em placas fechadas e apds exposicao ao ar e aos diluentes testados no desenvolvimento do
bioensaio.*

T Triton X-100 MES 50 mM + MES 50 mM +
(0]
(hy  Flacasfechadas AT DMSO 0,1% 0,05% Triton X-100 0,05%  Triton X-100 0,01%

BL+SD RSD BL+*SD RSD BL+SD RSD BL+*SD RSD BL+*SD RSD BL*SD RSD
(x10°) (%) (x10°) (%) (x10°) (%) (x10° (%0) (x10° (%0) (x10° (%)

0 247+34 13,7 129+0,8 6,2 8,4+0,7 8,2 96+1,3 13,2 12,1+0,6 4,9 129+14 10,9

05 245+24 9,8 126+20 158 40+04 10,2 34+0,2 5,3 48+0,1 2,6 148+1,8 11,8

251+20 79 124+20 16,2 4,0+0,6 16,4 2,8+0,3 115 4,3+0,2 5,9 179+19 10,8

241+2]1 8,7 136+15 111 51+08 16,4 36%0,2 6,5 49+0,1 2,3 16,3+1,3 8,3

253+4,1 16,3 148+1]1 7,5 6,2+1,2 19,9 42+04 8,3 7,3+0,6 8,0 156+1,2 8,0

241+42 17,3 135+14 10,0 51+04 8,0 42+04 9,0 6,3+0,7 10,6 11,4+0,9 7,6

|l |~ DN

23,8+3,0 12,8 12,1+1,8 149 55+0,7 13,0 43+0,6 13,9 51+03 6,0 11,2+1]1 9,4

24 2712+4]1 15,0 178+28 154 41+0,6 14,7 50+1,0 19,0 41 +0,6 14,0 132+15 11,6

T: tempo de exposicao

*n =9 para as placas fechadas ou expostas ao ar e n = 3 para as demais
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APENDICE J — Valores de BL do fungo N. gardneri apds exposicdo a uma solucéo de cobre 50mmol.L™ e de fenol 10mmol.L™*.*

(:]_) Diluente Cu*?50 mmolL™ Fenol 10mmolL™
BL + SD RSD BL + SD RSD  BLinibiga+ SD BL + SD BLinbicaSD  RSD
(x10°) (%) (x10°) (%) (%) (x10°) (%) (%)
0 129+14 10,9 9,7+0,8 8,7 249+272 3,3+0,2 74,2 +55 7,4
0,5 148+1,8 11,8 40+0,3 8,0 72,6 £5,8 0,79+ 0,03 94,7+ 3,1 3,2
1 179+1,9 10,8 45+ 0,45 10,2 75,0+7,6 0,46 £ 0,09 975+18/4 18,8
2 16,3+1/4 8,3 41+04 9,4 74870 0,23+ 0,02 98,6 +7,4 7,5
4 156+1,2 8,0 46+0,1 2,2 704+15 0,14 £ 0,01 99,1 +4,7 4.7
6 11,4+0,9 7,6 35+0,2 6,9 69,1 +4,8 0,11+£0,01 99,1+10,0 10,1
8 112+£1,1 9,4 - - - 0,10+0,01 99,2+5,6 5,6
24 132+15 11,6 0,02 +£0,00 7,6 998+7,6 0,03+0,00 99,8 +5,2 52

* Foram inclusos na tabela os respectivos valores percentuais da BL inibida (n=3).
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APENDICE K - Valores de BL e de BLiniga do fungo N. gardneri apos exposicdo de 24 h
aos agentes toxicos na aplica¢do bioensaio.*

Fenol
Cc()rr:‘crt;r;':rl_e};;;lo BLini?(i;?)i SD RSD (%)
0,01 0,03 £ 0,00 8,2
0,2 11,7+14 11,5
0,5 238+28 11,9
1,0 41,1+6,2 15,1
2,0 54,1+53 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
a P
C(er;c;r;rff)ao BLmIEcI;j)_ 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
0,1 150+1,5 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
a P
C(er;c;r;::’ﬁ%ao BL.n.E,(.;j)_ SD RSD (%)
0,01 0,02 £ 0,00 10,5
0,1 10615 14,1
0,5 55,3+0,8 1,4
1,0 67,2+24 3,5
2,0 76,3+0,9 11

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*
Concentracéao BLinibida £ SD
RSD (%
(mmolL™) (%) (%)
1.10°3 26+0,3 10,5
2.10° 15,3+ 1,0 6,7
5.10° 350+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
0,05 924+28 3,0
0,2 99,6 + 0,4 0,35
0,5 99.4 + 0,4 0,38

*(n=3)
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