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Resumo

O crescimento microscépico de fungos filamentosos sobre superficies soélidas
envolve uma série de processos, como translocacao de nutrientes, ramificacao,
alongamento da hifa e diferenciagao celular. Uma ferramenta capaz de integrar
e compreender todos esses processos ao mesmo tempo é modelagem
matematica. Porém devido a complexidade do sistema, se torna dificil a
obtencdo diretamente um modelo matematico global que descreva todos os
processos simultaneamente. Dessa forma, é necessario dividir o sistema em
sub-sistemas para que cada processo possa ser modelados separadamente e
depois fundidos em um modelo global. Neste contexto, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver dois modelos matematicos para descrever dois
processos que envolvem o crescimento microscopico de fungos filamentosos
sobre superficies solidas. O primeiro modelo foi proposto para descrever os
mecanismos de translocagcdo de nutrientes e de alongamento de uma Unica
hifa. Nesse modelo a hifa é representada como sendo composta de cubos, que
podem ser tratados como tanques em série bem agitados. A fonte de maltose
(nutriente limitante) se encontrava na base da hifa e séo translocados por
difusdo e conveccado dentro da hifa. Dentro da hifa a maltose é convertida em
vesiculas que sdo transportadas até ponta por convec¢do. Na ponta da hifa as
vesiculas se fundem e alongam o comprimento da hifa. O modelo foi calibrado
para descrever o comprimento de uma hifa reprodutiva de Rhyzopus
oligosporus com 24 horas de alongamento. Através da analise paramétrica do
modelo, os parametros que mais influenciaram o alongamento da hifa foram os
parametros relacionados ao fornecimento de maltose para hifa. O segundo
modelo foi proposto para descrever as regras de ramificacdo e 0s processos de
diferenciacdo. Neste modelo o sistema foi dividido em camadas de 140 um
onde os segmentos de hifa podem alongar a ramificar em angulos fixos de 90°.
Esse modelo foi proposto tanto para descricdo das hifas aéreas quanto
penetrantes. As hifas aéreas foram descritas como sendo compostas por hifas
vegetativas e reprodutivas. As hifas penetrantes foram descritas como sendo
compostas por hifas vegetativas e desbravadoras. Esse modelo foi capaz de
descrever com preciséo tanto as hifas aéreas, quanto as hifas penetrantes. Os
dois modelos propostos nesse trabalho podem ser fundidos em Unico modelo
gue seria capaz de descrever a maioria dos processos que ocorrem durante o
crescimento microscépico de fungos filamentosos sobre superficies solidas.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Modelagem matematica. Tanques em
séries. Hifas penetrantes. Hifas aéreas. Distribuicdo Normal.



ABSTRACT

The microscopic growth of filamentous fungi on a solid surface involves a series
of processes such as transport of nutrients, branching, hyphal elongation and
cell differentiation. A tool able to integrate and understand all these processes
simultaneously is the mathematical modeling. However due to the complexity of
the system, it becomes difficult to obtain directly a mathematical model that
describes all global processes simultaneously. Thus, it is necessary to divide
the system into sub-systems so that each process can be modeled separately
and then merged into a global model. In this context, the aim of this study was
to develop two mathematical models to describe two processes involving the
growth of microscopic filamentous fungi on solid surfaces. The first model was
proposed to describe the mechanisms for transport of nutrients and single
hyphal elongation. In this model, the hypha is represented as being composed
of cubes, which can be treated as well stirred tanks in series. The source of
maltose (limiting nutrient) is at the basis of the hyphae and are translocated by
diffusion and convection within the hyphae. Within the hyphae maltose is
converted into vesicles that are transported by convection to tip. At the tip of
hyphae vesicles merge and expand the length of the hyphae. The model was
calibrated to describe the length of a reproductive hypha Rhyzopus oligosporus
with 24 hours of elongation. Through parametric analysis of the model, the
parameters that most influenced the elongation of hyphae were the parameters
related to the supply of maltose hyphae. The second model was proposed to
describe the rules of branching and differentiation processes. In this model
system is divided into layers 140 um hyphal segments which can lengthen the
branch angle fixed at 90°. This model was proposed to describe both the aerial
hyphae as penetrating hyphae. The aerial hyphae were described as being
composed of reproductive and vegetative hyphae. The penetrating hyphae have
been described as being composed of pioneer and vegetative hyphae. This
model was able to accurately describe both the aerial hyphae and the
penetrating hyphae. The two models proposed in this work can be merged in a
single model that would be able to describe most of the processes that occur
during the microscopic growth of filamentous fungi on solid surfaces.

Keywords: Filamentous fungi. Mathematical modeling. Tanks in series.
Penetrating hyphae. Aerial hyphae. Normal distribution.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos muito versateis, podendo colonizar
varios ambientes que envolvem matrizes solidas em contato com o ar, onde
toda a agua permanece adsorvida no sélido. Entre esses ambientes podem ser
destacados o0 solo, matéria organica em decomposi¢cdo, plantas e substratos
sélidos umedecidos. O crescimento de fungos nesse tipo de sistema também é
importante do ponto de vista biotecnolégico, como por exemplo, na
fermentacao no estado solido (FES).

O crescimento microscépico de fungos filamentosos em substratos
sélidos envolve muitos fendmenos complexos que ocorrem simultaneamente.
Dentre esses fenbmenos pode ser destacado o alongamento e ramificacdo das
hifas e o transporte de nutrientes da matriz sélida para dentro da hifa. Um
modelo matematico que integrasse todos esses fendmenos seria uma
ferramenta muito util para compreender melhor quais sdo as variaveis que
limitam o desenvolvimento dos fungos em substratos soélidos.

No caso do crescimento microscépico de fungos filamentosos sobre
superficies solidas, seria interessante um modelo que fosse capaz de prever
em diferentes condi¢cdes (concentracdo de nutrientes, tipo de substrato, tipo de
inoculacao) como micélio do fungo se desenvolve no espaco, prevendo como o
fungo distribui as hifas dentro e acima do s6lido. Um modelo matemético desse
tipo poderia ser utilizado para entender como funciona o comportamento do
fungo em diversos tipos de ecossistemas onde o fungo se desenvolve sobre
superficies solidas. Por exemplo, 0 modelo poderia prever a interacédo planta e
fungo durante a simbiose ou num processo de infeccdo que ocorre no
crescimento de fungos no solo. Poderia ser utilizado também na descricdo de
fendbmenos que ocorrem em micro-escala em FES, como o entrelacamento das
hifas e a compactacao do leito.

Os modelos matematicos propostos na literatura descrevem apenas
uma parte dos fendbmenos envolvidos no crescimento microscopico de fungos
sobre substratos solidos. Além disso, muitos modelos descrevem esses
fenbmenos de uma maneira muito simplificada, ignorando fenémenos

biolégicos importantes que ocorrem dentro da hifa. Outra limitacdo dos
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modelos propostos é que eles, na sua maioria, descrevem apenas um tipo de
populacdo de hifa. Mas os fungos se desenvolvendo em substratos solidos
possuem varios tipos de populacdo de hifas, como as hifas vegetativas,
penetrantes e reprodutivas.

Tendo em vista essas limitacdes dos modelos propostos na literatura,
esta tese trata do desenvolvimento de dois modelos: um modelo que descreva
os fenbmenos importantes que ocorrem dentro da hifa e um modelo que
descreva as regras de ramificacdo dos fungos. Esses dois modelos servirdo de

base para um modelo completo do crescimento microscopico de fungos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica € dividida em duas partes. A primeira parte
descreve os fendbmenos microscopicos que ocorrem no crescimento de fungos
sobre matrizes solidas. Visto que é necessario um conhecimento detalhado da
fisiologia celular, que servird de base para a modelagem matematica. A
segunda parte apresenta uma andlise critica dos principais modelos
matematicos propostos na literatura para descrever o crescimento de fungos,

ao nivel microscopico, em matrizes solidas.

2.1 CRESCIMENTO DE FUNGOS EM MATRIZES SOLIDAS

Dois sistemas importantes envolvem o crescimento de fungos
filamentosos em matrizes sdlidas: interacdo com solo e plantas e o cultivo
artificial sobre substratos sdlidos.

No caso da interagdo com solo e plantas a colonizacdo do solo por
fungos tem importancia ecoldgica e comercial. Do ponto de vista ecoldgico, os
fungos que se desenvolvem no solo podem servir de alimento para outros
seres vivos e também podem modificar a microbiota de um ecossistema,
através da interacdo com plantas, modificando, por exemplo, a fertilidade do
solo (GARRET, 1963). Os fungos que crescem sobre o solo também podem
atuar como decompositores da matéria organica e, desta maneira, contribuir
para uma das etapas do ciclo do carbono (WAINWRIGHT, 1988).

Nas plantas, os fungos podem atuar de maneira simbibtica ou
patogénica. Nas raizes, eles podem auxiliar na captacdo de nutrientes, pela
formacdo de micorrizas. Os fungos também podem produzir metabdlitos
secundarios que podem afetar o desenvolvimento da planta, como, por
exemplo, o acido giberélico produzido pelo fungo Gibberella fujikuroi. (BERG,
2009).

Outra importante aplicagdo de fungos é na FES, onde o fungo coloniza

substratos umedecidos, como grdos e residuos agroindustriais, em contato
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com o ar. Esta técnica de fermentacdo pode produzir varios tipos de produtos
de interesse comercial, como: enzimas, corantes, acidos organicos e
hormbnios vegetais. No entanto, esse tipo de fermentacdo ainda é pouco
explorado comercialmente, com excecao do koji (molho de soja), do tempe e
de algumas enzimas como pectinases e celulases, devido a problemas
encontrados nos sistemas industriais, como a dificuldade de remocéao de calor
e problemas na aeracéo devido a compactacéo do leito e entrelagamento das
hifas (NIELSEN, 1996).

2.1.1 Fenbmenos envolvidos no crescimento de fungos em matrizes solidas

Os fungos filamentosos sé&o formados por redes de hifas, que sé&o
estruturas cilindricas com raio entre 1 e 10 um (TINDEMANS; KERN;
MULDER, 2006). As hifas podem ser septadas ou asseptadas, sendo que o
septo € uma estrutura que separa regides dentro da hifa (figura 2.1 e 2.2). O
conjunto de hifas interligadas de um fungo forma uma estrutura conhecida
como micélio. Durante o crescimento de fungos sobre substratos sélidos, as
hifas possuem a capacidade de se alongar em trés ambientes diferentes: na
superficie do sélido, no ar acima do solido e dentro do sdlido, formando,
respectivamente, o micélio de superficie, o0 micélio aéreo e o micélio penetrante
(Fig. 2.3).

Resumidamente, o crescimento fungico pode ser dividido em quatro
estagios principais (NIELSEN, 1992): germinacdo do esporo, crescimento da

hifa, ramificacdo e diferenciacdo celular (Figura 2.4)
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FIGURA 2.1 TIPOS DE HIFA: (A) SEPTADA E (B) ASSEPTADA.
FONTE: O autor (2013)
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FIGURA 2.2 DESCRICAO DE UMA PARTE DE UM MICELIO DE UM FUNGO
SEPTADO.
FONTE: O autor (2013)

O primeiro estagio de desenvolvimento é a germinacdo. Para que o
crescimento tenha inicio, tipicamente é necessaria a presenca de esporos ou
fragmentos de micélio sob a superficie solida., onde se forma o tubo
germinativo. No segundo estagio, sdo formadas as hifas que podem alongar
nos trés ambientes diferentes descritos acima. Além de alongar, as hifas
ramificam, formando novas pontas.

As hifas possuem a capacidade de consumir nutrientes e secretar
metabdlitos e enzimas. Na grande maioria das hifas, os sitios de alongamento
das hifas se localizam nas pontas (crescimento apical) onde o alongamento é

auxiliado por uma estrutura denominada Spitzenkdrper que é responsavel por
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direcionar as vesiculas para a ponta (Figura 2.2). Os processos envolvidos na
extensdo das hifas aéreas (A) e penetrantes (B) sdo diferentes. No caso das
hifas areas (A), as hifas devem translocar os nutrientes que sdo obtidos no
meio solido. Isto €&, transportar os nutrientes obtidos do substrato solido para
outras regibes do micélio que ndo estdo em contato com o meio sdlido. Os
nutrientes utilizados como fonte de carbono e energia podem ser mondmeros
ou dimeros, que podem ser obtidos a partir de hidrélise enziméatica no meio
extracelular se o substrato for um polimero. Essa etapa de translocacdo pode
ser uma das etapas importantes na descricdo do micélio aéreo. No caso das
hifas penetrantes (B), o que limita a velocidade de extensdo sdo as baixas
concentracdes de oxigénio no meio solido, que chega por difusdo até a matriz
solida.

Difusdo com consumo simultaneo
de mondmero ndo somente para o
alongamento da hifa e ramificagdo,

Ar

Hifas Aéreas mas também para manutengdo.

Filme de agua . . . o
Hifas Superficiais
Difusdo fle enzima
-—
Consumolde O,

Substrato v/ e L
Hifas Penetrantes

S 4—— R

% Hidrc')lire de polimero

FIGURA 2.3 O CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS SOBRE
SUPERFICIES SOLIDAS
FONTE: CORADIN (2010).

Concomitantemente ou ap6s a formacdo do micélio superficial,
penetrante e aéreo, pode haver formacdo de hifas aéreas diferenciadas,
conhecidas como hifas reprodutivas, as quais possuem a funcédo de formar e

espalhar os esporos.

Apés essa descricdo resumida desses quatro estagios de

desenvolvimento do fungo, esses serdo descritos em maiores detalhes nas
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subsecdes que seguem devido a sua complexidade. Além disso, sera descrito

em detalhes os mecanismos de translocacao de nutrientes em fungos.

Fase Il da
inaca Crescimento
Fase | da Germinacao
Germinagao ® > O
‘.“---yEsporo TubO de ».:“
“Inchado” Germinagao
J —
o Hifa
®o
Esporos : Ramificacao
v, :
Q.‘ v

Liberacio C <
de Esporos

(Inoculagao) Hifa Ramificada

-
-
Ll

*
-
wuntt

Hifas Diferenciadas Diferenciagio

FIGURA 2.4 MECANISMOS DE CRESCIMENTO FUNGICO A PARTIR DE UM
ESPORO

O esporo germina e da origem a um tubo de germinacdo, que pode se desenvolver em uma
hifa . ApOs atingir certo tamanho, a hifa se ramifica e novas pontas sdo formadas. Quando o
micélio € maduro, estruturas diferenciadas se desenvolvem para a liberagdo de esporos e

reinicio do ciclo vital (a figura ndo esta em escala).
FONTE: NIELSEN (1992)

2.1.2 Germinacéao

O processo de germinacdo, que pode ser dividido em duas fases
distintas (inchamento e formacdo do tubo de germinag&o), como mostra a
figura 2.4. A germinacdo dos esporos depende da temperatura, pH, da
atividade de 4gua, e da concentracéo de CO, e O, (MEDWID; GRANT, 1984).

Na primeira fase ocorre o inchamento, onde os esporos absorvem agua

e reativam o seu metabolismo, sintetizando acidos nucléicos e proteinas a
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partir da reserva de nutrientes contida no esporo. ApOds a reativacdo do
metabolismo, tem inicio a segunda fase da germinacdo que consiste na
formacao de um tubo de germinacéo que se estende na ponta. Durante essa
fase, é necessaria tanto uma fonte de carbono, quanto uma fonte externa de
nitrogénio, visto que a primeira fase da germinacdo consome todas as reservas
internas do esporo. O processo de germinacao pode levar de 3 a 8 horas e
termina quando surge a primeira ramificacdo no tubo germinativo (NIELSEN,
1996).

2.1.3 Alongamento da hifa

Como mencionado anteriormente, os sitios de alongamento se
encontram nas pontas (crescimento apical). O crescimento apical das hifas
vegetativas envolve a translocacdo dos nutrientes e dos materiais sintetizados
nas regides distais para a regido apical, onde a hifa vai incorporar esse material
na sintese de parede celular (figura 2.5).

A regido proxima a ponta de uma hifa fungica vegetativa pode ser
dividida em trés compartimentos principais: o compartimento apical, o
compartimento subapical e a regido atras do compartimento subapical (TRINCI,
1971), conforme mostrado na Figura 2.5. Esse diagrama, embora seja para
hifas septadas, também descreve a distribuicdo dos compartimentos para hifas
asseptadas. O termo “compartimento apical” se refere a regido entre a ponta e
o primeiro septo com poro, para hifas septadas. Em hifas asseptadas, o
compartimento apical se refere a uma regido que tem uma parede mais fina,
auséncia de mitocondrias e de ndcleo e uma alta concentracao de vesiculas. A
regido que contém septos com poros em hifas septadas € o compartimento
subapical. A troca de material entre 0 compartimento apical e o subapical
ocorre porque os septos sao perfurados. Como o material pode fluir entre
essas duas regides, elas contribuem para a extensdo da ponta e, juntas,
recebem o nome “zona de extensdo apical” (TRINCI, 1971). Nas hifas

asseptadas o comprimento do compartimento subapical € indefinido, uma vez
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gue nao existe nenhum meio fisico de barrar a troca de materiais entre as

regioes.
Regido da hifa que nao Zona de extensao apical. O
contribui com material material sintetizado nesta zona
para a extensao apical contribui para a extensao apical
N
—~
Compartimento
Subapical
—
1T T . .
Y Compartimento Apical
\< l |\\ L1
Septo com poros fechados Septo com poros centrais Zona de extens&o — regido
gue previnem o transporte de abertos que permitem o onde a hifa cresce em
massa entre os transporte de massa comprimento

compartimentos

FIGURA 2.5 DIAGRAMA ESQUEMATICO REPRESENTANDO UMA HIFA
SEPTADA

O diagrama ndo esta em escala.
FONTE: TRINCI (1971).

Na zona subapical, ocorre a sintese de vesiculas que contém enzimas
e acucares que sao transportadas para a ponta, através de microfilamentos de
actina (citoesqueleto) e com o auxilio de kinesinas. Na ponta, existe uma
estrutura chamada Spitzenkérper. Essa estrutura, que fica de 2 a 5 um da
ponta, possui a funcao de direcionar as vesiculas para a ponta. Na ponta, as
vesiculas se fundem a membrana celular e liberam as enzimas e aclcares que
sdo utilizados para a sintese de parede celular. Isso faz com que ocorra o
alongamento da parede celular e da hifa. A velocidade de alongamento da hifa,
portanto, depende das velocidades de trés processos. Primeiro, depende da
velocidade de fornecimento de material oferecido para sintese de vesiculas.
Segundo, depende da velocidade de incorporacdo do material das vesiculas na
ponta, que depende do tamanho da zona de extensdo e, portanto, do seu
diametro e comprimento. Terceiro, depende da velocidade de transporte das
vesiculas para a ponta (PROSSER e TOUGH, 1991).
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2.1.4 Ramificacao

A ramificacdo € um processo onde se produzem novas hifas a partir de
uma hifa. A ramificacdo possui dois objetivos: aumentar a area superficial da
colénia, o que auxilia o encontro de nutrientes como agulcares e oxigénio e
facilitar eventos de fusao de hifas, onde ocorrem trocas de nutrientes e sinais
entre diferentes hifas da colonia. Contudo, pouco se sabe sobre as bases
bioquimicas e os sinais que iniciam a ramificacdo em fungos (HARRIS, 2008).

A formacdo de ramificacdes aumenta a velocidade de producdo de
biomassa no micélio. As pontas tendem a se alongar com velocidade constante
Como o numero de pontas aumenta com a ramificacdo, a velocidade de
producdo de biomassa seria essencialmente diretamente proporcional ao
namero de pontas. Nas primeiras horas de crescimento apds a germinacédo, o
aumento total de biomassa se mantém exponencial, justamente porgue o
namero de ramificacbes aumenta exponencialmente. Isso ocorre pelo menos
até o esgotamento dos nutrientes nos locais onde h4 uma concentragdo muito
alta de hifas (PROSSER; TOUGH, 1991).

As ramificacbes podem ser de dois tipos de origem, subapical ou
apical. A ramificacdo subapical, conhecida também por ramificacdo lateral,
ocorre quando se acumula vesiculas atrds dos septos parcialmente fechados
(Figura 2.5). O processo de ramificacdo apical, conhecido também por
ramificac@o dicotdmica, ocorre quando as vesiculas se acumulam na ponta, ou
seja, quando a velocidade do fornecimento de vesiculas esta maior que a
velocidade de incorporacao na sintese de parede celular (NIELSEN, 1992). A
presenca da ramificacao apical ocorre em diversos fungos, como, por exemplo,
Aspergillus niger (REYNAGA-PENA; GIERZ; BARTNICKI-GARCIA, 1997) e
Neurospora crassa (RIQUELME; BARTNICKI-GARCIA, 2004). Em relacao a

ramificacdo lateral, hd poucos dados disponiveis na literatura (HARRIS, 2008).
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2.1.5 Diferenciacao

A diferenciacdo em fungos filamentosos envolve uma mudanca
regulada de um estado fisioloégico-morfolégico para outro. Na maioria dos
fungos filamentosos, ocorrem dois tipos diferenciagdo: mudancgas fisiol6gicas
em coldnias maduras e producéo de hifas reprodutivas, como seré explicado a
sequir.

Quando a hifa ramifica, ela d4 origem a um novo segmento de hifa,
chamada de hifa (filha), que se origina de um segmento de hifa preexistente
chamada de hifa parental. Em colbnias jovens, a hifa parental e a hifa filha
possuem aproximadamente a mesma velocidade de extensdo, comprimento da
zona de extensdo e diametro. Uma diferenciacdo a nivel celular e fisioldgico
importante, que geralmente ocorre em coldnias maduras, € a diferenciacao da
hifa parental com relagdo a hifa filha. Em culturas maduras, a hifa parental
possui um didametro maior e se estende mais rapidamente do que a hifa filha. O
angulo de ramificacdo (angulo entre a hifa parental e a hifa filha) se torna
menor e a hifa parental e a hifa filha tendem a se direcionar para a margem da
coldnia, buscando novas fontes de nutrientes para colonizar (STEEL e TRINCI,
1975). Essa mudanca no angulo de ramificacdo, do diametro e do tropismo da
hifa parental ocorre devido a metabdlitos secundarios que sao secretados em
coldnias maduras (PROSSER e TOUGH, 1991).

Conforme a colbnia se expande, outros processos de diferenciacéo
ocorrem devido a mudancas no sistema, principalmente quando os nutrientes
do meio vao se esgotando. Quando as condi¢cdes no centro da colbnia se
tornam menos favoraveis para o crescimento (escassez de nutrientes ou pH
acido), ocorre a formacao de hifas aéreas reprodutivas. Geralmente a fonte de
carbono utilizada para a formacgéo da hifa reprodutiva vem da degradacao do
glicogénio, na forma de maltose. O glicogénio e a maltose se encontram em um
“foot-cell” que é uma estrutura que serve de base para a hifa reprodutiva, ao
menos em Streptomyces (DYSON, 2011). Estas estruturas geralmente fazem
com que os esporos sejam liberados de alturas maiores, o que permite que 0s

esporos se espalhem melhor.
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Enfim, uma col6nia madura consiste de um anel externo de hifas
vegetativas que se orientaram para a margem (buscando fontes novas de
substrato) e de uma regido central de hifas vegetativas maduras, com
condicbes menos favoraveis, que se diferenciaram para produzir estruturas
aéreas reprodutivas de esporulacdo (PROSSER; TOUGH, 1991).

2.1.6 Absorcéo e translocacdo de nutrientes

Os fungos filamentosos sdo muito versateis devido a sua capacidade
de colonizar substratos solidos e poliméricos para obter fontes de energia e
nutrientes. O que torna isso possivel € a sua capacidade de secretar enzimas
hidroliticas para hidrolisar substratos poliméricos, liberando monémeros ou
dimeros. Essas moléculas podem, entdo, ser absorvidas pelos fungos, através
da parede e da membrana celular de hifas superficiais e penetrantes, que sdo
as hifas que estdo em contato com o meio solido (JENNINGS, 1995).

ApGs a entrada na célula, os nutrientes sdo translocados para outras
partes do micélio. Essa translocacao pode ser feita de trés formas, difusédo pelo
citosol, conveccao do citoplasma e transporte vesicular (CAIRNEY, 2005). A
difusdo ocorre devido ao gradiente de concentracdo de nutrientes ao longo da
hifa e transporte vesicular ocorre no citoesqueleto da hifa através do auxilio de
kinesinas (BEREPIKI et al., 2011). Ja no caso da conveccao, a forca motriz
para o fluxo até a ponta depende do tipo da hifa. Para hifas em contato com o
meio solido, a forca motriz provém do bombeamento de célcio para dentro da
ponta da hifa, que gera uma alta pressdo osmotica na ponta e um fluxo de
agua para a ponta (GERVAIS et al., 1999). Para hifas aéreas, a forca motriz
provém da evaporacdo de agua na ponta da hifa. (COWAN et al., 1972).

A literatura possui informacdes conflitantes sobre quais destes
processos sdo mais relevantes na translocacdo de nutrientes. OLSSON e
JENNINGS (1991) estabeleceram que a difusdo era o fenGbmeno mais
importante na translocacéo de nutrientes para trés fungos diferentes. Contudo,
DAVIDSON e OLSSON (2000) propuseram um modelo matematico para
descrever os perfis experimentais, obtidos por PERSSON et al. (2000). Os
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perfis experimentais PERSSON et al. (2000) foram obtidos em um experimento
onde a fonte de nutrientes se localizava no centro da placa de Petri, que
também era o local de inoculagcdo. Além disso, foi incorporado no meio de
cultura um marcador radioativo que podia ser detectado em funcdo da distancia
de alongamento do fungo a partir do centro da placa de petri. Através das
simula¢cées do modelo de DAVIDSON e OLSSON (2000), foi constatado que a
difusdo ndo consegue explicar a velocidade de transporte do marcador
radioativo observada no experimento, principalmente em distancias superiores
a 10 mm da fonte nutrientes. Os autores propuseram que a translocacédo de
nutrientes em hifas proximas a fonte de nutrientes é feita através da difuséo,
enquanto a conveccdo é o fendmeno predominante na translocacdo em hifas

distantes da fonte de nutrientes.

2.2 MODELOS MATEMATICOS PARA DESCRICAO DO CRESCIMENTO
MICROSCOPICO DE FUNGOS

Os modelos que descrevem o crescimento microscopico de fungos
podem ser classificados como “discretos” ou “pseudo-homogéneos” (Figura
2.6).

Os modelos discretos (Figura 2.6 (A)) possuem a capacidade de
descrever as posicdes dos segmentos de hifa modelados, o que possibilita
gerar simulaces com uma imagem da estrutura microscépica do micélio com
posicdo e morfologia das hifas. Esse tipo de modelo é bastante Gtil quando se
deseja obter um perfil 2-D ou 3-D do micélio, mostrando, por exemplo, 0s
pontos de ramificagéo.
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Modelo discreto Modelo pseudo-homogéneo

(A) Localizagao (B)

das hifas no
espaco

O\

b

Localizacdo da biomassa em um

Apenas a densidade de

ramificacdo ponto no espaco

FIGURA 2.6 DIAGRAMA DOS DOIS TIPOS DE MODELO, (A) MODELO
DISCRETO E (B) MODELO PSEUDO-HOMOGENEO

FONTE: O autor

Os modelos pseudo-homogéneos (Figura 2.6 (B)) tratam o sistema
como se as variaveis que o compde fossem continuas e homogéneas e que em
um determinado ponto do sistema é possivel obter um valor médio para cada
variavel. Essa técnica descreve as variaveis que compde o micélio (como
concentracdo de pontas e biomassa) como se fossem solutos que se movem
em solucdo. Isso implica, por exemplo, que as pontas em determinado lugar no
espaco sdo representadas como se fossem um soluto misturado no ar sobre o
sélido, e ndo é possivel distinguir o local onde esta o ar e as pontas. Esse tipo
de abordagem simplifica enormemente o sistema, tornando a modelagem do
crescimento microscopico um problema semelhante ao de difusdo de solutos
no espaco, que é tratado com equacdes diferenciais parciais (EDPs) de
difusdo-conveccao-reacdo. Nesse caso, geralmente o0 que interessa Ssé&o
apenas as propriedades macroscopicas do sistema. Logo, nesse tipo de
modelo ndo € possivel obter a localizagdo dos pontos de ramificacdo e a

posicao das hifas.
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O objetivo desta parte da revisdo € analisar esses tipos de modelos
individualmente, mostrar suas qualidades e limitacbes. As sec¢Oes seréo
divididas entre modelos discretos e pseudo-homogéneos.

2.2.1 Modelos Discretos
2.2.1.1 O Modelo de PROSSER e TRINCI (1979)

No modelo de Prosser e Trinci (1979), o sistema modelado é
discretizado em segmentos de hifa de comprimento fixo Ly, (10 um para o
Geotrichum candidum e 40 um para o Aspergillus nidulans), que podem ou néo
possuirem septos entre eles (figura 2.7). Além disso, a produc¢éo de vesiculas é
constante em todos os segmentos de hifa, exceto na ponta, e as vesiculas séo
transportadas para a ponta por convecgcdo. O alongamento das hifas é
resultado da fusdo das vesiculas na ponta da hifa. O alongamento da hifa
depende da concentracdo de vesiculas na ponta, como mostra a equacao 2.2.

Segmento da hifa

septo septo \

!

Compartimento Compartimento apical
intercalar

Segmento da ponta

FIGURA 2.7. DIAGRAMA DO SISTEMA MODELADO POR PROSSER e
TRINCI 1979.
FONTE: PROSSER e TRINCI (1979)
A ponta € tratada, no inicio da simulacdo, como tendo comprimento
infinitesimal e ndo produzindo vesiculas, mas apenas recebendo as vesiculas

gque sdo produzidas nos segmentos distais. Conforme as vesiculas sao
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absorvidas pela ponta, esta vai se alongando continuamente, até atingir um
comprimento L, onde entdo € adicionado um novo segmento de hifa de
tamanho fixo L, e surge uma nova ponta com comprimento infinitesimal. A

absorcao de vesiculas é descrita através da equacéo de Michaelis-Menten:
R, - R,.&V, o
V, +K, '

onde R, é a quantidade de vesiculas absorvidas na ponta no intervalo de
tempo &t, R, € a velocidade maxima de absorcdo de vesiculas, Vo € a
concentracdo de vesiculas na ponta, K, € a constante de saturacdo e 6t é o
intervalo de tempo onde ocorre a absorgéo.

O alongamento da hifa no intervalo de tempo &t é dado por

EI = (\/O(t—ét) _VO(ét))'RI (2.2)

onde E; € o comprimento que a ponta alongou no intervalo de tempo &t, V-5t €
a concentragdo de vesiculas antes da absorcdo, Vo € a concentragéo de
vesiculas depois da absorcdo (calculado pela equacdo 2.1) e R, é um
coeficiente de rendimento (comprimento alongado por uma vesicula).

A variagao de vesiculas na ponta em um intervalo de tempo 6t é dada
por:

R, AV _a)

Vo ~Vor-a)) = +
o(&) 0(t—&t) 1(t-at) 2.3
Voray T K, =3

onde Viq51) € a concentragdo de vesiculas no segmento de hifa logo atras da
ponta. O segundo termo da equacdo se refere ao consumo de vesiculas na
ponta e o terceiro se refere ao transporte de vesiculas para a ponta através do
tanque logo atras da ponta.

A equacao 2.2 tem um problema na sua formulacdo: a variacdo na
concentracédo de vesiculas na ponta em um intervalo de tempo &t nao pode ser
considerada como sendo responsavel pelo alongamento da hifa, porque essa
variacdo pode ocorrer por dois processos, consumo de vesiculas (diretamente
ligado ao alongamento) e o transporte de vesiculas para ponta.

O modelo descreve também a septacdo da hifa. Esse fenbmeno ocorre

quando h& duplicacdo de nucleos dentro de um segmento apical. O processo
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de duplicacdo ocorre quando o compartimento apical atinge um volume
citoplasmatico critico, entdo os ndcleos se duplicam. Entdo € formado o septo
no meio do segmento apical, sendo que metade dos nucleos vao para um lado
e metade vao para o outro lado do septo.

Outro processo descrito pelo modelo é a ramificacdo intercalar, que
ocorre quando se atinge uma quantidade critica de vesiculas (1000 para o
Geotrichum candidume e 400 para Aspergillus nidulans) atrds do septo em
compartimentos intercalares, como mostra a figura 2.8. As vesiculas se
acumulam atrds dos septos porque estes limitam ou impedem (se o septo
estiver totalmente fechado) o fluxo de vesiculas para o compartimento apical.
Isso implica na formacgdo de uma ramificacdo atras de cada septo fechado.

Concentragdo vesiculas critica Segmento da hifa

septo atras do septo \

/
g !

| !

/ Indugdo de formacao da ponta
septo

1 |

Compartimento Compartimento apical

intercalar Segmento da ponta

FIGURA 2.8 FORMACAO DA RAMIFICACAO INTERCALAR.
FONTE: O autor

Este modelo foi o primeiro a descrever o papel das vesiculas no
crescimento de fungos, mas possui limitagcdes na descricdo dos fenbmenos que
estdo envolvidos no alongamento da hifa. A primeira grande limitacdo é que
este modelo pode ser utilizado apenas para tentar descrever a fase inicial de
crescimento, onde nao existe limitagcdo no fornecimento de substrato, uma vez

gque em um sistema com limitacdo de substrato a producdo de vesiculas ndo
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seria constante. A segunda limitacdo é que as ramificacbes descritas pelo
modelo ocorrem de tal maneira que o0 espaco de separagdo entre uma
ramificacdo e outra é sempre o mesmo, como mostra a figura 2.9. Nos
resultados de TRINCI (1974) as ramificacdes apresentam um padrdo muito
mais randémico que o simulado pelo modelo, como mostra a figura 2.10. A
terceira limitacdo € que o modelo proposto néo utiliza equacgdes diferenciais na
sua formulacdo, mas equacgbes de diferenca. Isso diminui a eficacia e a

acuracia do método numeérico utilizado.
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FIGURA 2.9. PADRAO DE RAMIFICACOES SIMULADO PELO MODELO DE
PROSSER e TRINCI (1979)
FONTE: PROSSER e TRINCI (1979)
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FIGURA 2.10. PADRAO DE RAMIFICACAO EXPERIMENTAL OBTIDO POR
TRINCI (1974).
FONTE: TRINCI (1974)

2.2.1.2. Modelo de LOPEZ-ISUNZA et al. (1997)

O modelo de Loépez-Isunza et al. (1997) descreve o crescimento do
tubo de germinacédo que se estende de um esporo até a formacao da primeira
ramificagéo (figura 2.11). Dessa forma, este modelo descreve o crescimento de
uma unica hifa tubular, no formato de um cilindro. O meio soélido é a fonte de
nutrientes e possui uma concentragcdo de um substrato genérico (Sm). Esse
substrato € transportado por uma proteina carreadora (A) (localizada em toda
lateral da hifa) para dentro da hifa onde ele é convertido em macro-vesiculas
(P) e micro-vesiculas (Q), sendo que as micro-vesiculas sé sao produzidas na
ponta da hifa. Por fim, quando as micro-vesiculas e as macro-vesiculas se
fundem na ponta, ocorre o aumento Lh(t) (comprimento total da hifa). As
equacdes do modelo sdo deduzidas a partir de equacdes de balanco de
difusdo-conveccao-reacao para os componentes do sistema. Todas as reacdes
gue ocorrem no sistema seguem a cinética de Michaelis-Menten. O modelo é

totalmente adimensionalizado.
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FIGURA 2.11 DESENHO ESQUEMATICO DAS REGIOES ONDE OCORREM
TRANSFERENCIA DE MASSA E CINETICA DE
CRESCIMENTO NO MODELO DE LOPEZ-ISUNZA ET AL.
(1997)

Os simbolos sdo: Sm, substrato no meio sélido; (A, 6s) carreador e complexo carreador-
substrato na membrana; (S,P) substrato e precursor de parede dentro da hifa; (Q) espécie
absorvida na ponta para produzir nova parede; Lm comprimento do meio onde ocorre difusdo —
tipicamente equivalente ao raio de uma placa de Petri e Lho comprimento da hifa, como funcéo

do tempo.
FONTE: LOPEZ-ISUNZA et al. (1997)

Embora este modelo seja 0 mais completo na descricdo da producéo e
consumo de vesiculas a partir de um substrato genérico, ele possui cinco
limitacbes nas suas formulacdes: (i) a forma como foram escolhidas as
constantes para a adimensionalizacdo ndo é a mais correta, (i) curvas
simuladas do comprimento da hifa em funcéo do tempo ndo descrevem bem os
dados experimentais de Larralde-Corona (1996), (iii) erro de uma
adimensionalizacdo de um termo, (iv) equagcao que descreve o alongamento da
hifa apresenta dois problemas e (v) ndo possui coeficientes de rendimento para
0s processos de consumo de substratos e producéo de vesiculas.

A primeira limitacdo do modelo esta na forma como foram escolhidas
as constantes para adimensionalizacdo. Por exemplo, o numero adimensional
de Damkohler (D4p) foi definido como:

_ zkpDZ.L

2.4
T (2.4

onde kp € a constante de Michaelis-Menten para producdo de P, Dy € 0
didmetro da hifa, L. € o comprimento que a hifa atinge com 14 h de
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crescimento e a Desp € a difusividade efetiva das macrovesiculas. Para calcular
o valor de Dy, sdo necessarios os valores de Dy e L;, que s6 podem ser
obtidos experimentalmente. Os dados obtidos experimentalmente estdo na
tabela 2.1. Isso implica que qualquer condicdo nova simulada por esse modelo
exigira a determinacdo experimental de Dy e L.. Portanto, o modelo somente

pode ser usado para descrever resultados ja obtidos, ndo prevé-los.

TABELA 21- VALORES DE Lc E D, DETERMINADOS
EXPERIMENTALMENTE
FONTE: LOPEZ-ISUNZA et al. (1997)

Glucose (g/L) Dy, (um) Lc (um)
10 6,32 4614
40 5,44 3115
70 4,95 276,9
120 4,85 157,0
300 3,37 51,9

A segunda limitacdo € que as curvas simuladas do comprimento da
hifa em funcdo do tempo se apresentam exponenciais até 10 horas e depois
ficam praticamente lineares, conforme mostra a figura 2.12. Isso ndo descreve
bem os dados experimentais de Larralde-Corona (1996), utilizados para
validacdo do modelo, que mostram perfis sigméides, como mostra a figura
2.13. De fato, 0 modelo ndo é capaz de descrever qualquer desaceleracdo que

ocorre no final da curva.
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FIGURA 2.12. SIMULACOES DO MODELO LOPEZ-ISUNZA ET AL (1997) E
OS RESULTADOS PARCIAIS DE LARRALDE-CORONA
(1996)

Simbolos s&o os resultados experimentais e as linhas séo as simula¢gdes em diferentes
concentracdes de glucose.

FONTE: LOPEZ-ISUNZA et al. (1997)
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FIGURA 2.13. DADOS EXPERIMENTAIS DE LARRALDE-CORONA (1996)

As curvas sdo interpolacées polinomiais, de LARRALDE-CORONA (1996).
FONTE: LARRALDE-CORONA (1996)
A terceira limitacdo do modelo é o erro de uma adimensionalizagdo. A

concentracdo de microvesiculas Q (g/L) foi adimensionalizada na seguinte

forma:

_Q
Pn-Ly (1)

onde g é a concentracdo de microvesiculas adimensional, p, é a densidade de

q (2.5)

biomassa (g/L) e Ln(t) (um) é o comprimento total da hifa no tempo t. Ao invés
de ser adimensional, g possui a unidade de pm™, como mostra a analise
abaixo:

unidades deq = /L) 1 am™
(g/L).pm  pm (2.6)
Essa adimensionalizagao errada faz com que o modelo tenha unidades
erradas durante a sua simulacgéo.
A quarta limitacdo do modelo se refere a equacdo que descreve o

alongamento da hifa, mostrada abaixo:
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d_l = Daw' & A (27)
dt K,+p

onde A é o comprimento adimensionalizado da hifa no tempo t (Lh(t)/Lc), Daw €
o numero de Damkéhler para producéo de parede celular, g € a concentracao
adimensionalizada de microvesiculas na ponta da hifa, p é a concentracdo
adimensionalizada de macrovesiculas na ponta da hifa e K, é constante de
saturacdo de Michelis-Menten adimensionalizada. O primeiro problema aqui é
com relacdo ao termo da direita ser multiplicado pelo comprimento total da hifa:
implicitamente os autores estdo assumindo que todo o comprimento contribui
para o alongamento da hifa. Porém, o alongamento da hifa depende
unicamente das concentracdes de vesiculas encontradas na ponta e ndo na
hifa como um todo. Uma das hipbéteses dos autores é que o alongamento
depende das concentracbes de p e q encontradas na ponta, tanto que as
concentracbes adimensionais q e p na equagdo 2.7 se referem as
concentragbes na ponta da hifa. Como todo comprimento contribui para o
alongamento da hifa isso tem como consequéncia que se as concentracdes de
g e p se mantiverem constantes, a velocidade de alongamento da hifa sera
praticamente exponencial. Porém, isso € incoerente com dados experimentais
obtidos por Larralde-Corona (1996) que n&o sustentam uma expansao
exponencial do tubo germinativo, mas uma desaceleragéo a partir de 11 horas
de cultivo.

O segundo problema com equacédo 2.7 € que ela é de 1° ordem com
relacdo a . Dessa forma a velocidade de alongamento pode aumentar
indefinidamente, porque a concentracdo de q é diretamente proporcional a
velocidade sem nenhuma limitacdo. Porém, em sistemas biolégicos, a
velocidade dos processos tende a ser limitada, atingindo uma velocidade
maxima.

O modelo também ndo possui coeficientes de rendimento para os
processos de consumo de substratos e de producdo de vesiculas. Assume-se,
implicitamente, que a producdo de biomassa ocorre sem nenhuma perda de
substrato, ou seja, todos os coeficientes de rendimento sdo iguais a 1. Isso
implica afirmar, por exemplo, que durante a producdo de vesiculas, todo o

substrato se converte em vesiculas, mas isto ndo € possivel porque parte do
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substrato deve ser convertido em ATP para que possam ocorrer reacdes de
biossintese.

Como ja foi explicado, esse modelo € mais completo ja proposto para
descricdo dos mecanismos internos de alongamento da hifa, porém o modelo &

bastante limitado.

2.2.1.3 Modelo de Boswell et al. (2007)

O modelo de Boswell et al. (2007) representa o espaco ocupado pelas
hifas como sendo formado por compartimentos hexagonais. A hifa €
representada dentro desse hexadgono como sendo uma linha vermelha, ou seja,
a Unica dimensao que tem é a dimensdo de comprimento. A ponta da hifa,
contida no centro do hexadgono tem a probabilidade de alongar em uma das
cinco direcdes pontilhadas mostradas na figura 2.14. A ramificacdo da hifa no
sistema pode ocorrer em qualquer parte do micélio. Cada hexagono forma um
compartimento que pode se conectar a outros compartimentos através das
faces do hexagono

Além disso, o modelo possui um balanco de massa para o substrato
interno e para o substrato externo. O substrato externo pode ser transportado
para dentro das células hexagonais por transporte ativo. O substrato externo
pode também difundir dentro do meio sélido. O substrato interno pode ser
transportado entre células hexagonais ocupadas por biomassa que estdo
conectadas por um dos lados por dois mecanismos: conveccado e difusdo. O
substrato interno é consumido para o alongamento da hifa e para novas
ramificacbes. O modelo apresenta duas equacdes de probabilidade, uma para
o alongamento e uma para a ramificacdo. A quantidade de substrato interno é
utilizada como parédmetro de entrada nessas equacdes de probabilidade. O
alongamento e a ramificacdo vao ocorrer com mais frequéncia em ceélulas
hexagonais com maior concentracdo de substrato interno. Quando uma ponta
da hifa avanca e encontra uma célula jA ocupada por biomassa, ocorre o

fenbmeno da anastomose, onde a ponta da hifa é fundida na biomassa.
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FIGURA 2.14. DESENHO ESQUEMATICO DE UMA CELULA HEXAGONAL

A ponta da hifa se encontra no centro e pode alongar em uma das cinco dire¢des
representadas pelas linhas pontilhadas

FONTE: BOSWELL et al. (2007)

FIGURA 2.15. DESCRICAO DO MICELIO ATRAVES DE CELULAS
HEXAGONAIS

Quanto maior a intensidade escura, maior a concentracdo de substrato intracelular.
FONTE: BOSWELL et al. (2007)

A figura 2.15 apresenta uma simulacdo do micélio através dessa
técnica. O modelo embora gere uma imagem bidimensional do micélio, essas
imagens simuladas ndo foram comparadas com imagens reais de fungos

crescendo sobre superficies solidas. Além disso, a hifa e os compartimentos
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hexagonais ndo possuem um volume, isso implica que a hifa ndo € descrita de
maneira correta, pois a hifa real possui um volume. Isso implica também que o
substrato interno esta contido dentro de um compartimento que ndo possui
volume. Embora o modelo possa ser resolvido, do ponto de vista fisico tanto a
hifa quanto o substrato interno precisam estar contidos em um espaco
tridimensional. Apesar das limitacdes, este é o primeiro modelo discreto que fez
um balanco de massa para o substrato dentro da hifa e que n&o descreveu

apenas uma unica hifa, mas o micélio como um todo.

2.2.1.4 O modelo de Coradin et al. (2011)

No modelo de Coradin et al. (2011), o espaco foi dividido em um

arranjo de cubos com 10 um de aresta, onde as hifas, que sdo representadas
por trechos de cubos adjacentes, podem alongar e ramificar, segundo regras
de probabilidade para a escolha da diregcdo tomada e regras de proibicdo de
movimentos (figura 2.16). A velocidade de alongamento da hifa é considerada
como sendo constante e ndo dependente de substrato para ocorrer. As
ramificacbes e o alongamento da hifa no modelo podem ocorrer em trés
dimensdes, como mostra a figura 2.17. O modelo possui trés regras de
proibicdo de movimentos pelas hifas:

1. Caso as pontas dos segmentos de hifas escapem do limite virtual do
sistema, 0s segmentos param de alongar.

2. As pontas ndao podem entrar em células ja ocupadas por biomassa.

3. Duas pontas ndo podem ocupar uma célula vazia no mesmo momento,

se duas pontas tentam fazer isso elas param de alongar.

As simulagbes do modelo foram comparadas com o0s resultados
experimentais obtidos por Nopharatana et al. (2003) com o fungo Rhizopus
oligoporus cultivado em meio PDA. A partir disso foi possivel obter curvas para
diferentes tempos de cultivo com a densidade de biomassa em func¢éo da altura

acima do agar. O modelo obteve um desempenho razoavel na descricdo dos
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dados experimentais, como mostra a figura 2.18. Porém, alguns pontos da
simulacdo n&o se ajustaram adequadamente (setas da figura 2.18).

Contudo, o modelo possui quatro limitagbes. Nao descreve o
comportamento das hifas penetrantes e superficiais. N&o incorpora o efeito dos
nutrientes sobre a velocidade de alongamento da hifa e sobre a ramificacao, o
que limita a aplicacdo do modelo. No inicio da simulag&o, a probabilidade da
hifa crescer para cima é muito grande (praticamente 100%), contudo isso ndo é
observado experimentalmente, geralmente as hifas tém a tendéncia de
colonizar a superficie do substrato solido antes de expandir verticalmente. O
ultimo problema do modelo de Coradin et al (2011) é que as regras de

probabilidade foram escolhidas de maneira arbitraria.
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FIGURA 2.16 DIVISAO DO SISTEMA NO MODELO DE CORADIN et al (2011).

O sistema foi dividido em cubos de 10 um de aresta sendo que 0 nimero maximo de cubos no
sistema foi de 1000 (10X10X10 cubos), o cubo preto escuro representa a ponta da hifa que tem
a probabilidade de alongar em uma das 3 dire¢bes: Z-1, Z, e Z+1.

FONTE: CORADIN et al. (2011)
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FIGURA 2.17 EXEMPLO DE COMO A REDE DO MICELIO E ORIGINADA A
PARTIR DE UM ESPORO

O cubo cinza escuro embaixo é o esporo e a rede do micélio é representada em um espaco
tridimensional por cubos interconectados. Os cilindros pontilhados mostram como as juncdes
entre varios pontos de ramificacdo representam segmentos de hifas. As legendas 1D, 2D e 3D

indicam as diferentes orienta¢ces dos segmentos.
FONTE: CORADIN et al. (2011)
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FIGURA 2.18 — AJUSTE DO MODELO AOS DADOS EXPERIMENTAIS DE
NOPHARATANA ET AL. (2003) PARA O CRESCIMENTO DA
BIOMASSA AEREA DO FUNGO Rhizopus oligosporus
SOBRE PDA.

As linhas continuas sdo as simula¢gfes do modelo e os pontos s&o os resultados experimentais.
As setas indicam os locais onde 0 modelo ndo conseguiu um bom ajuste.

FONTE: CORADIN et al. (2011)
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2.2.1.5 CORADIN (2010)

Recentemente, Coradin (2010) propés um modelo, utilizando a técnica
denominada de “tanques continuos em série” (figura 2.19). Nesta técnica, uma
hifa aérea é representada como um conjunto tanques adjacentes bem
misturados. A fonte de nutrientes se localiza na base da hifa e fornece glucose
para o crescimento do fungo, sendo considerada o Unico nutriente que limita a
velocidade de crescimento. E assumido que a hifa possui densidade (biomassa
seca por volume ocupado) constante e que a extensao ocorre apenas na ponta
da hifa e sem a ocorréncia de ramificagbes. O mecanismo de transporte de
glucose é assumido como sendo feito através da conveccédo e da difusdo. O
modelo nao foi validado experimentalmente, mas foi calibrado para descrever a
altura maxima atingida pela hifa com 40 horas de cultivo segundo os resultados

experimentais obtidos por Nopharatana et al. (2003).
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FIGURA 2.19 DIVISAO DA HIFA EM TANQUES CONTINUOS
FONTE: CORADIN (2010)

O modelo proposto apresenta algumas limitagdes. A primeira limitacao
€ que as simulacdes do modelo atingiram valores para a concentracdo de
glucose que sao incompativeis com sistemas bioldgicos, variando na faixa de

100 g/L até 400 g/L em algumas simula¢cfes. Valores tdo altos acarretariam
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problemas na solubilidade da glucose e na pressdo osmotica do sistema. A
segunda limitacdo € com relagdo a auséncia da descricdo da producdo de
vesiculas e, como foi mostrado na se¢do 2.1.3, as vesiculas sdo importantes
no alongamento da hifa. A terceira limitacdo se refere a forma como o modelo
descreve o comportamento da ponta. O modelo assume que existe uma
“biomassa de reserva” que € produzida na ponta sem ocupar nenhum volume
no espaco. Quando a biomassa de reserva atinge um valor critico, um novo
tanque € adicionado na ponta e a biomassa de reserva volta a ter o valor de
zero. No sistema real, fungos ndo alongam por saltos, mas de maneira
continua, principalmente quando se quer utilizar o modelo para descrever

processos que ocorrem em escala de tempo pequenas.

2.2.2 Modelos pseudo-homogéneos

2.2.2.1. Modelo de Edelstein (1982) e Edelstein e Segel (1983)

Foram propostos dois modelos por Edelstein et al. (1982, 1983) para
descrever o crescimento de colénias de fungos filamentosos sobre superficies
sOlidas. A diferenca entre os dois modelos € que no primeiro modelo
(EDELSTEIN, 1982) ndo é incorporada a descri¢do da influéncia do substrato
sobre 0 alongamento da hifa no sistema. O Unico tipo de hifa descrita por esses
modelos € a hifa superficial.

O primeiro modelo (EDELSTEIN, 1982) pressupbe que o sistema é
pseudo-homogéneo e unidimensional, pois se assume que a colbnia possui
simetria radial, ou seja, que tem propriedades iguais em distancias iguais do
centro da coldénia. O modelo assume também que toda a geracdo de biomassa
se baseia no movimento convectivo das pontas e, dessa forma, € criada uma
variavel chamada de densidade das pontas (n). As pontas se movem,
unidirecionalmente, no sentido da margem da colbnia, com velocidade
constante (figura 2.20). Esse movimento convectivo das pontas tem duas

consequéncias: altera a densidade das pontas e gera biomassa no sistema,
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como mostra a figura 2.21. Além disso, novas pontas sdo geradas através de
ramificacbes, que podem ser apicais ou sub-apicais (equacdo 2.8), e pontas
podem desaparecer através do processo de anastomose (fusdo de uma ponta

no micélio) e de desativacao de pontas (figura 2.22(a) e 2.22(b)).

Placa de Petri

/

Meio agar
Sentido de
expansao
das pontas
Col6nia do
fungo

FIGURA 2.20. SENTIDO DE EXPANSAO DAS PONTAS

O modelo possui uma expanséo radial unidimensional

FONTE: O autor



(A)

BX;eq

Ax,

Ax; 4

(B)

DXieg

DX,

Xy

e

Tempo t

Tempo t+At

44

Legenda

Ponta .

Rastro de biomassa

FIGURA 2.21. DIAGRAMA DO PROCESSO DE GERACAO DE BIOMASSA
ATRAVES DO DESLOCAMENTO DA PONTA EM 3 VOLUMES

DE CONTROLE

(A) sistema no tempo t, (B) sistema no tempo t+6t. O Diagrama é apenas ilustrativo, 0 modelo
néo é discreto.

FONTE: O autor
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FIGURA 2.22. DIAGRAMA DO PROCESSO DE RAMIFICACAO E
ANAMASTOSE EM 3 VOLUMES DE CONTROLE

(A) sistema no tempo t, (B) sistema no tempo t+6t. O Diagrama € apenas ilustrativo, 0 modelo
néo é discreto.
Fonte: O autor

Dessa forma, o sistema pode ser descrito através de duas variaveis: (a)
a densidade de pontas e (b) a densidade de biomassa. Na figura 2.23, é
mostrado um diagrama esquematico de como é feito o balan¢co de massa em

uma superficie de controle do sistema.
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FIGURA 2.23. DIAGRAMA DO SISTEMA PROPOSTO POR EDELSTEIN
(1982).

(a) Balanco de biomassa: como as hifas se estendem somente nas pontas, a velocidade de
acumulacéo de novos filamentos de biomassa depende do nimero de pontas e da velocidade
em que eles alongam. (b) Balanco de pontas: as pontas (no detalhe escuro), devido ao
alongamento, sdo méveis. Entdo, no balanco, devem ser levadas em consideracdo as pontas
que entram e saem da superficie de controle, bem como a criacdo de novas pontas, caso haja
ramificac@o. Diagrama é apenas ilustrativo, 0 modelo néo é discreto.

Fonte: EDELSTEIN (1982)

A partir desse balanco de massa, se obtém duas equacdes diferenciais
parciais. A primeira equacdo descreve a variacdo temporal da densidade de

biomassa (comprimento de hifa por area de colénia):

0
E'O:n.v—yl.p (2.8)

onde p é a densidade de biomassa, t € o tempo, n € o niUmero de pontas, v é a
velocidade de alongamento das pontas e y; € uma constante relacionada a
degradacédo da biomassa. Nesta equacdo, o termo na esquerda descreve o
acumulo de biomassa, o primeiro termo na direita descreve o processo de

producdo de biomassa através do alongamento das pontas (producéo do rastro
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de biomassa) e segundo termo na direita € relacionado a degradacdo da
biomassa.
A segunda equacdo descreve a variacdo temporal do numero de

pontas:

on on.v

. xC (2.8)
onde x € a coordenada radial da colonia e 0 € uma fungdo que descreve o
processo de ramificacdo, anastomose e desativacdo das pontas. Nesta
equacao, o termo da esquerda descreve o acumulo das pontas, o segundo
descreve o fluxo convectivo das pontas.

Como néao foi incorporado o efeito do substrato sobre a velocidade de
crescimento, esse modelo s6 pode ser aplicado para descrever sistemas onde
nao ha limitacdo de substrato. Apesar de ndo descrever o efeito do substrato,
este modelo foi o primeiro a descrever uma populacéo de hifas através do uso
de EDPs de reacao-difusdo. O conceito de que o sistema de crescimento de
fungos pode ser tratado como sendo pseudo-homogéneo foi utilizado por varios
autores posteriores (Nopharatana et al.,1998; Boswell et al., 2002; Davidson
2000). Porém, essa forma de tratar o sistema tem a limitacdo de nao descrever
a morfologia do micélio na escala de hifas individuais e, portanto, ndo pode
descrever fendmenos importantes como o entrelagamento de hifas.

No segundo modelo (Edelstein, 1983), foi incorporado o balanco de
massa para 0 substrato. O substrato é considerado presente em dois
compartimentos, externo e interno, tendo uma concentragéo externa (Cex) NO
meio sélido e uma com concentracao intracelular (Ci,). O substrato externo é
transportado para dentro das hifas, através de uma cinética de Michaelis-

Menten:

K ax -C

ex

AlCo) =1

(2.9)
onde A(Cex) € a velocidade de absorcdo de substrato por comprimento de
biomassa, Knax € a velocidade maxima de absorcéo de substrato externo pela

hifa e K, € a constante de saturagao.
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Outro fenbmeno que é incorporado no modelo foi a descricdo do
processo de difusdo externa de substrato. Dessa forma, é possivel obter o

seguinte balango de massa em relacao ao substrato externo:

ey _£ Kmaxcex
©9x? L(K,+C.)

0Ca _p 22 C
ot

(2.10)

onde D. € o coeficiente de difusdo, p é a densidade de biomassa e L € a

espessura do meio. O termo da esquerda se refere a variacdo da concentracao

do substrato externo em relacdo ao tempo, o segundo termo é relativo a

difusdo do substrato externo e o terceiro termo € relativo ao transporte de

substrato externo para dentro da hifa.

Com relacdo ao substrato interno, os autores tratam o sistema como se

0 substrato interno estivesse associado a biomassa. A figura 2.24 mostra que o

substrato interno ndo pode ficar livre no meio, mas deve estar associado a

quantidade de biomassa presente no local. Assume-se, como hipétese, que

todas as hifas possuem o mesmo diametro, sendo possivel calcular a
concentragdo de substrato por area em uma superficie de controle:

Cintota = P8 Ciy . A (2.11)

onde p é a densidade de biomassa (expresso como o comprimento de hifa por

area total da superficie de controle), ai, € a area de seccdo de uma hifa, Ci, é a

concentracdo citoplasmatica de substrato e A é a area total da superficie de

controle.
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O Substratointerno

Area da hifa
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FIGURA 2.24. DIAGRAMA ESQUEMATICO DO SUBSTRATO INTERNO
DENTRO DA HIFA EM UMA SUPERFICIE DE CONTROLE
COM AREA A.
FONTE: EDELSTEIN e SEGEL (1983)
A partir disso, é possivel obter a equacdo de balanco para a
concentracdo de substrato interno:

I a
~ 9 _pa
ot axl Pk

C. \ K._C
" +apC. W |+ p—2 "% __ paM —anvyY
Pen TP K, +Co) "

(2.12)
onde D é o coeficiente de difusdo do substrato interno dentro da hifa, w € a
velocidade de conveccao do substrato dentro da hifa (no sentido da margem da
colénia), M é o coeficiente de manutencao e Y é o coeficiente de rendimento de
substrato consumido por pontas geradas. O primeiro termo da equacdo esta
relacionado ao acumulo de substrato interno na superficie de controle, os dois
termos em parénteses se referem a difusdo e conveccgao, respectivamente, o
terceiro termo descreve o transporte de substrato externo para dentro da hifa, o
quinto termo descreve a manutencdo e o ultimo termo descreve o consumo de
substrato para o alongamento da hifa. E importante observar que os termos de
difusdo, conveccéo, transporte de substrato externo para dentro da hifa e
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manutencdo sdo multiplicados pela concentracdo de biomassa, porque esses
processos dependem da concentragcdo de biomassa na superficie de controle.

Este modelo, embora seja o primeiro a incorporar a descricdo do
consumo de nutrientes internos em relacdo ao crescimento do micélio, possui
uma grande limitacdo. O substrato ndo afeta a cinética de crescimento de
maneira direta e continua. O modelo assume que a hifa passa por “shifts”
metabolicos discretos, como mostra a figura 2.25. Por exemplo, o parametro v
€ responsavel pela velocidade de alongamento da hifa, seu valor é zero
quando Ci, € menor ou igual a C;, aumenta linearmente quando seu valor esta
entre C; e C, e depois fica constante em concentracdes acima de C,. Outro
parametro afetado pelo “shift” metabdlico € o parametro S, que modula a
frequéncia de ramificacdo. Porém, esse tipo de comportamento com salto
discreto na forma de “shiff’ metabdlico ndo € um fenbmeno muito comum em
sistemas biol6gicos e o0s autores ndo apresentam nenhuma justificativa
experimental para adotar tal abordagem. Em fermentacéo liquida ndo ha “shift”
metabdlico; o efeito do substrato sobre o alongamento da hifa segue uma
cinética de Monod (Yang et al, 1992).

>
S
g
[e]
E 1F T o e e __ Y
S ,’
S | |
¢y ©Co2 Cx Ca Cin

Concentragdo de substrato interno (g/L)

FIGURA 2.25. “SHIFT” METABOLICO PROPOSTO POR EDELSTEIN e
SEGEL (1983) EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO PARA A
VELOCIDADE DE ALONGAMENTO DA HIFA E DO ESTADO METABOLICO.
FONTE: EDELSTEIN e SEGEL (1983)
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Esta sequéncia de artigos foi a primeira a descrever o crescimento do
micélio em col6nia. O modelo previu uma alta densidade de hifas e pontas no
centro da colénia e, entdo, uma diminuicdo da densidade com a distancia do
centro da colénia (EDELSTEIN e SEGEL, 1983). Estas previsdes concordaram
qualitativamente com perfis experimentais de densidade de micélio de
Sclerotium rolfsii em fungéo do raio (EDELSTEIN et al., 1983).

2.2.2.2 Modelo de Davidson et al. (1996)

No modelo de Davidson et al (1996), os autores simplificaram bastante
a descricdo do sistema quando comparado com Edelstein (1983). Neste
modelo, ndo h& presenca de pontas, mas apenas a presenca de um
componente auto-catalitico “a” que consome um substrato “s” para sua
reproducdo. O componente auto-catalitico também pode difundir livremente
sobre 0o meio sdlido, assim como o substrato “s” pode difundir no interior do
meio solido.

O modelo utiliza duas EDPs para descrever o crescimento do fungo:

a, =D,.Aa+c,.a°.s—p.a (2.13)

s, =D,.As+c,.a°.s+0.(S,—S) (2.14)

onde D, e Ds séo os coeficientes de difusdo do componente auto-catalitico e
do substrato, respectivamente, c; e c; sdo constantes do modelo para o
consumo de substrato e geracdo do componente auto-catalitico, @ é a
constante de degradacdo do componente auto-catalitico, S, € a concentracéo
de substrato externo e g € a velocidade de transporte de substrato do meio de
cultura para dentro do componente auto-catalitico. Na equacao 2.13, o termo
da esquerda descreve o acumulo do componente auto-catalitico, o primeiro
termo da direita descreve a difusdo do componente auto-catalitico, o0 segundo
termo da direita descreve a cinética de producdo do componente auto-catalitico
e o ultimo termo da direita descreve a auto-degradacdo do componente auto-
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catalitico. Na equacao 2.14, o termo da esquerda descreve o acumulo do
substrato, o primeiro termo da direita da equacdo descreve a difusao do
substrato, o segundo termo da direita descreve consumo de substrato para
producdo do componente auto-catalitico e o Ultimo termo da direita descreve o
transporte de substrato entre a matriz sélida e o componente auto-catalitico.
Este modelo incorpora varios mecanismos que nao refletem os
mecanismos bioldgicos conhecidos. O primeiro mecanismo inconsistente é com
relacdo a difusdo do componente auto-catalitico “a”. Partindo do pressuposto
que “@” é a biomassa do fungo, esta ndo deve possuir a capacidade de se
mover. O que se move Sa0 as pontas e nao a biomassa, que permanece
sempre fixa. Por exemplo, em uma simulagdo do modelo toda a biomassa se
concentrou na borda da col6nia, algo que contradiz os dados experimentais,
gque mostram que biomassa tende a se concentrar no centro da colbnia
(TRINCI, 1971). O segundo mecanismo inconsistente € com relacdo a cinética
de producdo do componente auto-catalitico “a”. Os autores utilizam uma
equacao de 2° ordem com relacdo ao componente “@” e de 1° ordem com
relacdo ao componente “s”. Esse tipo de cinética ndo ocorre em sistemas
biolégicos e os autores ndo buscaram justificar o porqué da escolha desse tipo
de equacdo. A Unica contribuicdo do modelo é combinar a cinética de
crescimento com o consumo de substrato diretamente (0 modelo de Edelstein e
Segel, 1983, fez isso indiretamente através do “shift” metabdlico), embora isso

tenha sido feito sem levar em conta fendbmenos bioldgicos importantes.

2.2.2.3. Modelo de Davidson (1998)

O modelo de Davidson (1998) € um modelo de reacdo e difusédo, e
possui 3 componentes, substrato externo (Se), substrato interno (S;) e biomassa
(m). Porém, ao contrario do modelo de Edelstein e Segel (1983), este nao
possui pontas ou ramificacdes, mas apenas biomassa. De certa forma, a Unica
significante diferenca desse modelo quando comparado com o modelo de
Edelstein e Segel (1983) é que o substrato influi diretamente e continuamente

na cinética da producdo de biomassa. No modelo de Edelstein e Segel (1983),
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o substrato influenciava indiretamente a cinética de alongamento da hifa
através dos “shifts” metabdlicos.

A equacéao de balanco para a biomassa ficou na forma:

om 2 S;
—=V.(D_..s..Vm)+c,.m-. L —m
p- (Dy-5:-Vm) +¢; 45 (2.15)

onde D, é o coeficiente de difusdo da biomassa, c; € uma constante de ajuste
do modelo e k1 é a constante de saturacdo da producdo da biomassa. O
primeiro termo da direita da equacédo descreve a difusdo da biomassa e o
segundo termo da direita representa a cinética de crescimento do fungo.
O primeiro termo da direita de equacao (2.15) apresenta duas limitagoes.
A primeira limitacdo € com relagdo ao alongamento das hifas, descrito como
sendo um processo de difusdo. No sistema real a biomassa néo difunde porque
ela fica fixa no meio solido. O Unico componente da biomassa que pode ser
tratado como capaz de difundir sdo as pontas, porque estas sdo moveis no
sistema.. A segunda limitacdo diz respeito a presenca do substrato no primeiro
termo da direita da equacéao, que, segundo o argumento do autor, visa simular
a necessidade de energia para o processo de difusdo da biomassa. Porém, a
quantidade de energia armazenada numa célula ndo € diretamente
proporcional a concentracdo de substrato interno e, além disso, 0 movimento
da biomassa nao esta diretamente relacionado a quantidade de energia dentro
da célula. Os mecanismos de producao de energia dentro da célula tendem a
atingir uma velocidade maxima quando ha uma concentracdo de substrato
saturante. Além disso, a célula tende a controlar a quantidade de energia
armazenada na forma de ATP para que néo haja desperdicios metabdlicos.
O segundo termo da direita de equacdo (2.15) €& simplesmente

empirico. Por exemplo, quando se retira o paréntese do termo tem-se:

S.
c,.m?. -m|=c.m’.—"——c.m’ (2.16)

k +5, kK, +5,

A intencdo do autor (DAVIDSON, 1998) era simular uma limitagdo do

crescimento devido a falta de area para biomassa ocupar. O termo parcial da

3’1

equacao “—clm® nao possui base tedrica para producdo de biomassa. Além
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disso, esse modelo cinético supde que, mesmo com uma quantidade ilimitada
de substrato, a concentracéo de biomassa nunca podera ser maior do que uma
unidade. Se isso acontecer, a biomassa passara a ser degradada, porque o

3"

termo “—cym™ ficara maior que o primeiro termo da direita da equagao 2.16.

A equacéo de balanco para o substrato interno ficou na seguinte forma:

(AT 4
{ﬁr' =V - (DmVs;,)—com”

§;

!':{] —+ 5

(‘1.5 ﬁ — Ca(s; — S.)

(2.17)
onde Din, & o coeficiente de difusdo do substrato interno e c,, €3 € Cs4 Sa0
constantes positivas do modelo. O primeiro termo da direita da equacao
descreve a difusdo do substrato interno. O segundo termo da direita descreve o
consumo de substrato para producdo de biomassa. Ja o terceiro termo da
direita da equacéo descreve o transporte ativo de substrato externo para dentro
da hifa. O quarto termo da direita descreve difusdo do substrato externo para
dentro da hifa (ou vice-versa).

O primeiro problema dessa equacéao esta relacionado ao terceiro termo
da direita. O transporte ativo é feito por carreadores ha membrana da hifa, logo
se a concentracdo de carreadores ha membrana € constante quanto maior a
concentragdo de biomassa, maior a concentragdo de carreadores. Dessa
forma, esse termo teria que ter sido multiplicado pela concentracdo de
biomassa. O segundo problema € que o autor assume a nhecessidade de
energia para fazer esse transporte ativo e, para isso, multiplica a equacao pela
quantidade de substrato interno, que é usada para representar “o gasto de
energia no transporte”. De qualquer maneira, nao faz sentido assumir que a
concentracdo interna de substrato auxilia no transporte do substrato externo,
porque o transporte de substratos para dentro da célula mediado por
carreadores € um processo reversivel, cuja forca motriz (diferenca de
concentracdo dentro e fora da célula) influencia na velocidade do processo.
Logo, quanto maior a concentracdo de substrato interno menos substrato

externo entra na célula.
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O balanco de massa para substrato externo fica na forma de:

,

—+ {4.”4'[‘& — f])

_..-w

— = D_As, + ¢; cﬂ;:fﬂ:;

""1

(2.18)
onde De € o coeficiente de difuséo do substrato externo no meio de cultura e cs
€ uma constante positiva. O segundo termo descreve a difusdo do substrato
externo no meio de cultura, o primeiro termo entre parénteses descreve o
transporte de substrato ativo para dentro da hifa e o segundo termo entre
parénteses descreve o transporte por difusdo. A constante cs, que tem um valor
menor que 1 e serve para ajustar, empiricamente, a proporcdo de volume entre
a hifa e o volume do meio de cultura. O problema da equacédo 2.18 é que ela
apresenta um balanco de massa inconsistente quando comparada com a
equacao 2.17. O autor multiplicou o termo de transporte ativo pelo valor da
concentracdo de biomassa m na equacado 2.18, porém na equacao 2.17 esse
termo esta multiplicado pela concentracdo de substrato s;. No modelo publicado
posteriormente esse erro ndo aparece (Davidson e Olsson, 2000)

A grande vantagem do modelo de Davidson (1998) é que ele incorpora
um balanco de massa mais completo sobre os fendmenos que ocorrem no

crescimento do fungo.

2.2.2.3 Modelo de Davidson e Olsson (2000)

A Unica diferenca do modelo de Davidson (1998) para o modelo de
Davidson e Olsson (2000) € a incorporacdo da conveccao dentro da hifa no
sentido da margem da colbnia. Assume-se que o0 substrato interno se desloca
por difusdo e conveccdo e que 0 processo de conveccdo € ativo e consome
energia. Para descrever este processo ativo de convecgcdo, 0s autores
assumem que o fluxo convectivo Jisc € linearmente proporcional a concentracéo

de substrato interno, como mostra a equacgéo abaixo:

Jise = Kmsjv(s;) (2.19)



56

onde K é uma constante positiva e v é a velocidade de conveccédo. Esta

velocidade de convecgdo v(si) também é linearmente proporcional a

concentracéo de substrato interno:

D(si)=U1Si (2.20)

onde v1 é uma constante positiva.

A concentracdo de biomassa (m) entra na equacdo (2.19) porque o
escoamento convectivo do substrato ocorre dentro da hifa, logo quanto maior a
concentragdo de biomassa maior é o numero de hifas, o que torna o fluxo
convectivo maior.

A equacao (2.19) é totalmente empirica. Os autores assumiram que a
concentracdo de ATP (energia celular) é diretamente proporcional a
concentracdo de substrato interno s;. O problema com essa hipotese é o
mesmo problema encontrado na equacao de transporte do modelo anterior
(DAVIDSON, 1998).

2.2.2.3 Modelo de Boswell et al. (2002)

O modelo de Boswell et al (2002) € uma continuacdo do modelo de
Edelstein (1983). O modelo faz a conexao entre a velocidade de crescimento e
substrato interno, como fez Davidson (1998) e Davidson e Olsson (2000),
porém é incorporado o balanco de pontas no sistema. Dessa forma, o balanco
de massa para biomassa fica na forma:

om
— = uvs; p — dm,
'l
(2.21)
onde m € a concentracdo de biomassa, v é a velocidade de alongamento das
pontas, cujo sentido do alongamento das pontas € na dire¢cdo da margem da
colonia, Sj é a concentracdo de substrato interno, p é a concentracao de pontas
e d € uma constante positiva relacionada a degradacdo de biomassa. O
primeiro termo da esquerda descreve o acumulo de biomassa no sistema, o

primeiro termo da direita descreve a producao de biomassa pelo alongamento
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da ponta e o segundo termo da direita descreve a degradacdo da biomassa,
por uma cinética de primeira ordem. A producdo de biomassa esta relacionada
ao movimento das pontas, que formam um “rastro” de biomassa durante o
alongamento, semelhante ao mesmo pressuposto de Edelstein e Segel (1983).
A Unica diferenca entre esse modelo e Edelstein e Segel (1983) € que esse
processo de alongamento depende da concentracdo de substrato interno.

O modelo também faz um balanco para biomassa inativada (biomassa
sem atividade biolégica) (m’) como:

om'’

!
— =dm — rm
'l

Eq. (2.22)
onde r € uma constante positiva para o desaparecimento da biomassa
degradada (lise da biomassa inativada).

O balanco de massa para pontas fica na forma de:

op % .

— = — —(vs;p) + bs;m — fmp,

'l CX Eq. (2.23)
onde b é uma constante para producdo de pontas (ramificacdo intercalar), f €
uma constante positiva para anastomose. O primeiro termo da esquerda
descreve 0 acumulo de pontas, o primeiro termo da direita descreve pela
conveccao de pontas, o segundo termo da direita descreve a producdo de
pontas por ramificacdo e o terceiro termo da direita descreve a anastomose.
Essa equacao é semelhante a equacao proposta por Edelstein e Segel (1983),
a Unica diferenca € que os processos descritos dependem diretamente da
concentracdo de substrato interno.

O balango de massa para o substrato interno fica na forma de:

OS; ¢ Os; cp
— = —| Dim—— D,ms; —
Cl X X X

ap
- c1simse — coUs; p — c4Dgms;|—

(2.24)
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onde Di é a constante de difusédo do substrato interno, Da € a constante de
conveccado do substrato interno, Se é a concentracao de substrato externo e cl,
c2 e c4 sao constantes positivas. O primeiro termo da esquerda descreve o
acumulo de substrato interno, o primeiro termo da direita descreve a difusdo do
substrato interno, o segundo termo da direita descreve a conveccdo do
substrato interno, o terceiro termo da direita descreve o transporte ativo de
substrato externo para dentro da hifa, o quarto termo da direita descreve o
consumo de substrato interno para producdo de pontas e o quinto termo
descreve o consumo de substrato para conveccdo do substrato interno.

O balangco de massa para o substrato externo (Se) fica na forma de:

- -7
OS¢ " Se

— = D, ——= — c35;ms,
ol ox=

(2.24)
onde D¢ € a constante de difusdo do substrato externo no meio de cultura e ¢c3
€ uma constante positiva. O primeiro termo descreve o acumulo de substrato
externo no sistema, o segundo termo descreve a difuséo do substrato externo e
o0 terceiro termo descreve o transporte ativo de substrato interno.

Este modelo foi a base de varios artigos publicados subsequentemente
(BOSWELL 2003, BOSWELL 2012). Embora o modelo descreva muitos
fendbmenos como, por exemplo, a anastomose, ele possui falhas semelhantes
ao modelo de Davidson e Olsson (2000). Por exemplo, a producéo de pontas, o
alongamento de pontas e o transporte de substrato do meio externo para
dentro da hifa sdo modelados como sendo de 1° ordem em relacdo ao

substrato interno:

Jfp = bsim

Producao de pontas (2.25)

fi = c15:mS,
' Transporte de substrato por carreadores (2.26)

Jp=vsip
Alongamento da hifa (2.27)
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Isso traz um problema semelhante ao modelo de Davidson e Olsson
(2000), onde a velocidade de um processo passa a ser diretamente
proporcional a concentracdo de substrato.

Outro aspecto problematico do modelo é a forma como os autores

tratam a conveccao:

. ap
act )

J7 = Dams; —

X
(2.28)
O termo da direita da equacgédo afirma que a conveccdo de substrato
(3" é diretamente proporcional ao gradiente de pontas no espaco. Mas, como
notou Eldelstein e Segel (1983), essa hipotese néo € plausivel porque se nota
experimentalmente que essencialmente ndo ha um gradiente de pontas no
micélio. Além disso, ha margem da colbénia, onde h& poucas pontas, o fluxo

convectivo ocorreria na direcao inversa.
2.2.2.4 Modelo de Nopharatana et al (1998)

O modelo de Nopharatana et al (1998) é o primeiro modelo que
descreve o comportamento das hifas aéreas: todos os modelos anteriores se
limitaram a descrever o comportamento das hifas superficiais. Um desenho
esquematico do sistema modelado pode ser visto na figura 2.26. O modelo
utiiza EDPs de reacado-difusdo. Foi assumido que o sistema possui trés
variaveis: pontas, biomassa e glucose. As pontas possuem a capacidade de
difundirem na regido entre x=0 e x=L. A glucose difunde a partir de uma

solucédo contida na base das hifas até as pontas, onde € produzida a biomassa.
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Direcdo do
Crescimento

membrana

Solugdo de Glucose

FIGURA 2.26 — DESENHO ESQUEMATICO DO SISTEMA MODELADO POR
NOPHARATANA, HOWES E MITCHELL (1998)

G é a glucose, x a direcdo de crescimento e L o espaco disponivel acima da superficie para o
crescimento.
FONTE: NOPHARATANA, HOWES e MITCHELL (1998)

As equacOes obtidas do balanco de massa sdo descritas a seguir. O
balanco de massa para glucose fica:
| s |

d_—G:Dh _i'Bd(liBfB) '|_ v, 1_£|‘]——‘"ap—m8
at P x \ Jx YXfG A Bm A kf + G‘x—d /

(2.29)
onde t é o tempo, x é a altura acima da superficie, n é a concentracdo de
pontas, B € a concentracdo de biomassa seca e G € a concentracdo de
glucose. O parametro Dpy, € a difusividade de glucose na hifa, Yxc € 0
coeficiente de rendimento de biomassa a partir da glucose, vmax € a velocidade
maxima de extensao das pontas, B, € a concentracdo maxima de biomassa, k;
€ a constante de saturagao de glucose, “a” é a area transversal da hifa, p é a
densidade da hifa, m é o coeficiente de manutencdo e & € o comprimento da
zona de extensdo. O primeiro termo do lado direito da equacédo 2.29 diz
respeito a difusdo da glucose no interior da hifa, segundo a segunda Lei de
Fick; o segundo termo descreve o consumo de glucose para a producédo de
biomassa e o0 terceiro termo descreve o consumo de glucose para a

manutencgao celular.

Foi assumido que a producéo de biomassa depende da velocidade de

extensdo da ponta . O balango de massa para biomassa fica:
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G‘x—é’ \I‘ap
kf + G‘x—&' /

0B
- n Vmax
Jat|,

1- B ‘
B

m

(2.30)

onde Vmax € a velocidade méaxima de extensdo da ponta, a é a area transversal

de uma unica ponta, p € a densidade da hifa, B, € a quantidade maxima de

substrato e k; € uma constante de saturacdo. O primeiro termo entre

parénteses refere-se a inibicdo do crescimento devido a densidade de

biomassa e 0 segundo refere-se a cinética de Monod para a concentracdo de
glucose.

A Ultima equacdo do modelo € o balanc¢o para as pontas. Estas podem

se movimentar por difusdo e sdo produzidas a partir de outras pontas. A

equacao fica na forma de:

\on |
Jax

‘ ] | |[ o

k +G‘

” k +G‘

(2.31)
onde a; € a velocidade especifica de geracdo de novas pontas e Dy, é 0
coeficiente de difusdo das pontas no ar. Na equacgao 2.31, o primeiro termo da
direita refere-se a producdo de pontas como funcdo da biomassa e da
concentracdo de glucose e o segundo esta relacionado a difusdo destas pontas
no espago.

As simulagbes do modelo puderam entdo ser comparadas com
resultados experimentais, como mostra a figura 2.25. Como pode ser
observado na simulagcdo com 60 horas ocorre a formacdo de um patamar de
biomassa ndo compativel com os dados experimentais, logo 0 modelo néo
conseguiu simular corretamente o comportamento do sistema com tempos de

simulacdo acima de 30 horas.
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FIGURA 227 - PERFIS SIMULADOS E EXPERIMENTAIS DO

CRESCIMENTODE HIFAS AEREAS

(a) Perfis simulados para as hifas aéreas por Nopharatana, Howes e Mitchell (1998) (b) Perfis
experimentais do crescimento de hifas aéreas de Rhizopus oligosporus crescendo sobre o

meio de cultivo Potato Dextrose Agar obtido por Nopharatana (1999).
FONTE: NOPHARATANA, HOWES e MITCHELL (1998)

Além disso, o modelo apresenta outro problema no que se refere a
forma como é produzida a biomassa. Os autores assumem que a biomassa é
produzida através da extensdo das pontas com uma velocidade que depende
da concentracdo de pontas, substrato e biomassa. Porém, a movimentacéo das
pontas no sistema se da através da difusdo das pontas e néo através de uma
velocidade de extensdo. Logo, a difusdo das pontas deveria ser 0 mecanismo
de producdo de biomassa. Quando a ponta da hifa se move no espaco
implicitamente ela deixa um rastro de biomassa para tras. Logo as pontas nao
podem se mover sem produzir biomassa como fez 0 modelo de Nopharatana et
al (1998). Por exemplo, se houver uma regido onde ndo h& variagdo na
concentracdo de pontas, ndo havera movimento das pontas porque estas
dependem de uma variacdo de concentracdo de pontas para se moverem, mas
havera producédo de biomassa, porque esta sé depende da concentracdo das
pontas.

A grande contribuicdo deste modelo € que ele o primeiro a descrever
as hifas aéreas. Além disso as expressfes matematicas utilizadas para

descrever a producdo de biomassa e de pontas sédo, do ponto de vista teorico,
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mais embasadas, quando comparadas com o0s modelos de Boswell et al.
(2002) e Davidson (1998).

2.2.3 Resumo dos modelos

Como pode ser observado na figura 2.28, os dois percursores dos
modelos microscépicos para fungos em substrato sélido sdo os modelos de
Prosser e Trinci (1979) e Edelstein (1982). O modelo de Prosser e Trinci (1979)
trouxe, como grande inovacéo, a divisdo do sistema em compartimentos fixos e
a inclusdo do papel das vesiculas no alongamento das hifa. Além disso, o
modelo fez previses sobre a localizacéo das hifas e ramificacbes geradas pela
simulagéo.

O modelo de Edelstein (1982) teve como grande inovagao a forma de
tratar o sistema como sendo pseudo-homogéneo e continuo. Isto facilita muito
a modelagem matematica de populacdes de hifa, porém inviabiliza a geracao
de uma imagem do micélio com a localizacdo dos pontos de ramificacdo e das
hifas. Os modelos posteriores pseudo-homogéneos sao extensées do modelo
de Edelstein e Segel (1983), onde os autores apenas fizeram a conexao entre
a velocidade de crescimento e a concentracdo de substrato interno, algo que
Edelstein e Segel (1983) ndo haviam feito de maneira explicita.

Dentro da classe dos modelos pseudo-homogéneos, o Unico que
apresentou inovacfes foi o modelo de Nopharatana et al (1998). A grande
inovacdo do modelo foi descrever o comportamento das hifas aéreas, algo que
ndo tinha sido tentado antes. Além disso, as equacfes utilizadas para
descrever a producdo de biomassa e pontas foram mais criteriosas e
compativeis com sistemas biologicos.

Ja com relacdo aos modelos discretos, h4 uma maior diferenciacao
entre 0os modelos propostos. O modelo de Loépez-lsunza et al. (1997) é
bastante diferente do modelo de Prosser e Trinci (1979) e possui a inovacao de
fundir, num mesmo modelo, o efeito do substrato sobre a producédo de
vesiculas e o efeito das vesiculas sobre o alongamento da hifa. Porém, esse

modelo tem a limitacdo de ter utilizado EDPs, o que torna dificil a descricdo de
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processos de ramificacdo. O motivo para isto € que a inclusdo de ramificacdes
em sistemas com EDPs acarreta muitas condi¢cées de contorno (YANG et al.,
1992). Isso torna dificil a resolugdo das equacdes do modelo. O modelo de
Boswell et al. (2007) € o primeiro a propor um modelo hibrido, que consiste
num modelo discreto, mas que possui elementos oriundos de modelos pseudo-
homogéneos, como as equacdes de balanco de massa e os fendmenos de
transporte que ocorrem dentro da hifa. Neste modelo, é possivel construir uma
imagem realista do micélio, com a posicdo dos pontos de ramificacdo e dos
segmentos de hifa e é possivel também visualizar a distribuicdo do substrato
dentro do micélio. O modelo de Coradin (2010) traz como inovacdo a
abordagem de tratar a hifa como sendo composta de tanques agitados em
série, 0 que facilita o balanco de massa e a incorporacao de ramificacdes. Por
altimo, o modelo de Coradin et al. (2011) teve como grande inovacdo a
descricdo de duas sub-populagbes de hifa, algo que nado tinha sido tentado
antes e, além disso, este € um dos poucos modelos que tenta descrever
resultados experimentais com precisao.

Porém, nenhum desses modelos se propde a descrever o crescimento
do micélio como um todo, desde esporulacdo até a formagcdo dos esporos.
Dessa forma, ainda é possivel melhorar e avancar na modelagem do sistema
de crescimento microscopico de fungos. Uma das formas de fazer isso €
descrevendo melhor o alongamento da hifa como resultado do transporte de
substrato e producdo de vesiculas. Além disso, os modelos propostos
poderiam ser estendidos para descrever outros tipos de hifa como as hifas
aéreas, penetrantes e reprodutivas.

Outro aspecto que poderia ser melhorado € o conceito de modelo
hibrido, um modelo capaz de descrever dois processos simultaneamente: 0s
mecanismos de alongamento da hifa e a morfologia microscopica do micélio. A
maioria dos modelos propostos na literatura ndo descreve esses dois

processos simultaneamente.
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FIGURA 2.28 ORIGEM DOS MODELOS MATEMATICOS MICROSCOPICO
DE FUNGOS FILAMENTOSOS CRESCENDO EM SUBSTRATO
SOLIDOS.

O modelo de Prosser e Trinci (1979) deu origem aos modelos de Lopes-lzunza et al. (1997),

Coradin (2010) e Coradin et al (2011). O modelo de Eldstein e Segel (1983) deu origem aos

modelos de Davison (1998, 2000), Boswell et al. 2002 e Nopharatana et al. (1998). O modelo

de Boswell et al. (2007) € a tentativa de fusdo de ambas as abordagens.

FONTE: O autor
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O objetivo a longo prazo desta linha de pesquisa é a obtencdo de um
modelo completo para descricdo do crescimento microscopico de fungos
filamentosos em substratos sélidos com extensdo e ramificacdo das hifas e
formagcdo da rede tridimensional do micélio. Para ser capaz de simular o
desenvolvimento do micélio ao nivel microscépico, 0 modelo teria que ter a
base de um modelo discreto e descrever a absorcdo e transporte dos
nutrientes, a producgdo e transporte de vesiculas e a fusdo destas vesiculas nas
pontas, as regras de ramificacdo e os fendmenos de diferenciacéo celular.

Como foi mostrado na revisdo, nenhum dos modelos discretos atuais
incorpora todos estes processos. Além disto, a maioria dos modelos tem
limitacbes em suas formulacdes, que faz com que eles ndo possam servir
como uma base para o desenvolvimento do modelo completo. Desta maneira,
€ necessario desenvolver uma nova estratégia para representar o sistema.

O modelo discreto mais avancado atualmente € o de Lopez-Isunza et
al. (1997). Entretanto, este modelo foi proposto para uma Unica hifa e ndo
fornece uma base para o desenvolvimento de um modelo de um micélio
completo. Desta maneira, o objetivo do presente trabalho € o de desenvolver
uma estratégia de modelagem que possa servir como uma base para um
futuro modelo mateméatico completo.

O trabalho foi dividido em duas partes, cada um com seu objetivo
especifico:

(1) Desenvolver uma nova representacdo do micélio pela extensdo da
estratégia de n-tanques-em-série usada no modelo de Coradin (2010);

(2) Desenvolver regras mais simples para o movimento das pontas em
relacdo ao modelo de Coradin et al. (2011).

A primeira etapa que deve ser cumprida para obter um modelo
completo é descrever matematicamente quais sdo 0s mecanismos basicos de
alongamento de uma hifa. Estes mecanismos basicos englobam a translocacao
de substratos para producao de vesiculas, transporte de vesiculas para a ponta
e fusdo das vesiculas na ponta. Nenhum modelo na literatura possui uma

descricdo completa e satisfatoria desses mecanismos basicos. O Unico modelo
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que tenta descrever todos os mecanismos basicos é o de Lépez-Isunza et al.
(1997) que, como ficou demonstrado na revisao (sec¢éo 2.2.1.2), possui muitas
limitagOes.

A segunda etapa necessaria para obtencdo de um modelo completo é
encontrar 0s mecanismos e as regras basicas da ramificacdo em fungos. A
maioria dos modelos propostos ndo possui regras para ramificagdo. Os
modelos discretos que possuem regras de ramificacdo, as descrevem de uma
maneira muito simples e apenas para hifas superficiais. O Unico modelo que
descreve outros tipos de hifa € o modelo de Coradin et al. (2011), que descreve
as regras de ramificacdo para hifas aéreas. Porém, esse modelo utiliza regras
muito arbitrarias e um nimero muito grande de parametros. Sendo assim, o
segundo objetivo dessa tese é encontrar regras de ramificacdo para hifas
aéreas e penetrantes mais simples e com um namero menor de parametros em
relacdo ao modelo de Coradin et al. (2011).

As duas partes séo apresentadas em dois capitulos diferentes.
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4 MODELO MATEMATICO FENOMENOLOGICO

Nesta etapa do trabalho, foi desenvolvido um modelo matematico
fenomenoldgico que descreve os mecanismos de alongamento da hifa. O
modelo foi desenvolvido para simular o alongamento de uma hifa reprodutiva.
Esse tipo de hifa foi escolhido por ndo possuir ramificagées, o que torna sua
descricdo mais simples. O modelo foi calibrado com resultados experimentais
para o desenvolvimento deste tipo de hifa em Rhizopus oligosporus
(NOPHARATANA et al., 2003). Este fungo € asseptado e apresenta trés tipos
de hifas em seu desenvolvimento: hifa vegetativa penetrante, hifa vegetativa e

hifa reprodutiva (Figura 4.1).

Hifa 4‘1\“

reprodutiva

Hifa

vegetativa )

e
Hifa y 7L/ <«— Meio sélido
penetrante | Agar

~

FIGURA 4.1. SISTEMA MICROSCOPICO DE CRESCIMENTO DE FUNGOS
FILAMENTOSOS, INDICANDO OS TRES TIPOS DE HIFAS
PRESENTES.

FONTE: O autor
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4.1 DESCRICAO DOS FENOMENOS PRESENTES NA HIFA
REPRODUTIVA EM COMPARACAO COM A HIFA VEGETATIVA

Baseado nas micrografias obtidas com Aspergilus nidulans por Mims et
al. (1988), que mostram o acumulo de vesiculas na ponta da hifa reprodutiva,
foi pressuposto que os mecanismos envolvidos no alongamento das hifas
reprodutivas sdo semelhantes aqueles de hifas vegetativas.

Apesar da semelhanca com relacdo ao local onde se encontram as
vesiculas, sob outros aspectos as hifas reprodutivas e vegetativas sao bem
diferentes. Entre essas diferencas podem ser ressaltadas trés: a fase de
crescimento durante a qual as hifas se desenvolvem, os perfis de ramificacao e
a fonte de nutrientes para o alongamento. Com relacdo a fase de
desenvolvimento, o aparecimento da hifa reprodutiva tende a ser tardio,
quando esti se esgotando a fonte de nutrientes. Com relacdo aos perfis de
ramificacdo, as hifas vegetativas aéreas tendem a ramificar com bastante
frequéncia e em quase todas as direcdes, ao passo que as hifas reprodutivas
tendem a ser pouco ramificadas e com uma tendéncia de crescer
perpendicularmente a superficie onde sao cultivadas (Trinci, 1974;
Nopharatana et al, 2003). Com relagéo a fonte de nutrientes, geralmente hifas
vegetativas utilizam carboidratos absorvidos do meio de cultura, enquanto as
hifas reprodutivas utilizam maltose derivada da quebra do carboidrato de

reserva celular, o glicogénio (Prosser e Tough, 1991).

4.2 SIMPLIFICACOES DO MODELO

Os fenbmenos que ocorrem na hifa reprodutiva sdo simplificados para
o desenvolvimento do modelo, de modo que o0s Unicos componentes
considerados sdo vesiculas e maltose. A maltose é considerada o substrato
limitante para a producdo de vesiculas, assume-se que 0os demais nutrientes
estdo em excesso. A maltose é obtida através da hidrolise de glicogénio no
“foot-cell” e transportada para a hifa reprodutiva por conveccéo e difusdo. O

“foot-cell” ndo fornece e nédo produz vesiculas. A concentracdo de maltose na
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hifa vegetativa é considerada constante, assumindo que nesta hifa a quebra do

glicogénio é controlada, como ocorre em Streptomycetos (DYSON, 2011).

4.3 MODELAGEM MATEMATICA DO SISTEMA

No modelo, a hifa é representada como por uma série de tanques bem
misturados (figura. 4.3.). As divisbes nao representam septos e servem apenas
para delimitar os tanques. Essa forma de representar o sistema facilitara a
fuséo, no futuro, deste modelo com o de Coradin et al. (2011).

A hifa contém quatro tipos de tanque (Figura 4.3): o tanque de reserva
de maltose, tanques intermediarios sem producdo de vesiculas, tanques
intermediarios com producdo de vesiculas e o tanque da ponta. Os tanques
com producdo de vesiculas correspondem aos ultimos 30 tanques
intermediarios antes da ponta, de modo que, se o comprimento da hifa for igual
ou menor que 31 tanques, todos os tanques intermediarios sdo capazes de
produzir vesiculas. Este valor est4 dentro da faixa encontrada por Trinci (1971)
para a zona periférica de crescimento. Considerando um tanque genérico
qualquer i, foi feito o balanco de massa para cada espécie, um para maltose

(Gj) e um para vesiculas (Ve)).
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FIGURA 4.3. DIAGRAMA DO SISTEMA.

No tanque 0 se encontra o “foot-cell” que fornece maltose para o sistema, o tanque 1 recebe maltose do tanque 0. Os
tanques 1 até i sdo tanques intermediarios onde ndo ha producéo de maltose. Os tanques i+1 até N-1 sdo produtores
de vesiculas. O tanque N é onde as vesiculas sdo consumidas para o alongamento, é o Unico tanque com
comprimento variavel. E importante notar que no inicio da simulagéo os tanques 1 até i+1 s&o produtores de vesiculas.

Somente quando se atinge um minimo de 31 tanques no sistema é que surgem tanques intermediarios simples

FONTE: O autor

O tanque de reserva de maltose corresponde a hifa vegetativa a qual a
base da hifa reprodutiva é ligada. Neste tanque, ndo ha vesiculas e a
concentracdo de maltose € constante, assim, o balanco de massa para maltose

no tanque é dado como:

dc;I’ES
—res ) 4.1
ot (4.1)

onde Ges € a concentracdo de maltose no tanque reserva (g-maltose L) et é
o tempo de cultivo a partir do inicio do alongamento da hifa reprodutiva (h).
O primeiro tanque da hifa reprodutiva esta em contato com o tanque de

reserva. Nesse tanque, a maltose € transportada por conveccao e difuséao, e €
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consumida para formar vesiculas (até o sistema completar 31 tanques) e para
a manutencao da atividade metabdlica da hifa. Assim, obtém-se a Eq. (2):

dG, v D D
=—(G,.-G (G, -G,))———.(G,,, -G
( l)+ AX(AXrES +AX) ( res 1) AXZ ( res 1)

it AxT

k G
—Yen R M. Oyypha
Ky +G,

(4.2)

onde G; é a concentracdo de maltose no primeiro tanque (g-maltose L™), v é a
velocidade superficial do fluxo citoplasmatico no interior da hifa (dm h™?), Ax é o
comprimento do tanque (dm), D é a difusividade da maltose no interior da hifa
(dm? h™%), Ax.es € 0 comprimento do tanque de reserva de maltose (dm), G, é a
concentracdo de maltose no segundo tanque (g-maltose L™), Yon € O
coeficiente estequiométrico que relaciona o consumo de maltose a producao de
vesiculas (g-maltose g-vesiculas™), koves € a velocidade maxima da produgéo
de vesiculas (g-vesiculas dm=h™), Ky € a constante de saturagcdo em funcéo da
maltose para producdo de vesiculas (g-maltose dm™®), m é o coeficiente de
manutenc&o da hifa em funcéo da maltose (g-maltose g-biomassa™ h™) e Phypha
é a densidade de biomassa seca da hifa (g-biomassa.L™).

No caso das vesiculas, o0 transporte é exclusivamente ativo e
unidirecional, logo, a Unica troca de vesiculas que ocorre no primeiro tanque €
a saida para o tanque posterior. Outro fendbmeno que afeta o balanco de

vesiculas é sua producao a partir de maltose. Desta maneira, o balanco de

massa fica:
k .G
dve, _ vves (Ve,) + st 4.3)
dt AX K, +G,

onde Ve, é a concentracdo de vesiculas no primeiro tanque (g-vesiculas L™) e
Vves € a velocidade superficial da vesicula no interior da hifa (dm h™).

As equacdes (4.2) e (4.3) sao aplicadas até a hifa atingir 31 tanques;
com o surgimento do 32° tanque, ndo ocorre mais formacao de vesiculas no
primeiro tanque, logo, o termo correspondente a producdo de vesiculas é

eliminado da equacgéo (4.2) e na equacéao (4.3).
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As equacdes que descrevem o0 comportamento dos tanques
intermediarios (entre o primeiro tanque e o tanque da ponta da hifa) sao
semelhantes as equacgfes do primeiro tanque, pois os mesmos fenémenos
estdo presentes. A diferenca é que nos tanques intermediarios ha entrada de
vesiculas. Assim, os balancos para maltose e vesiculas para o tanque i sédo

dados pelas equacdes (4.4) e (4.5), respectivamente:

dG. v D D
—=—(G,-G)+—.(G_,-G)——.(G, -G
dt AX ( i-1 |) AXZ ( i-1 |) AXZ ( i |+1)
K G (4.4)
~Yg - vaei GI LT 2 Termos removidos nos
g : 4 tanques intermediarios
. k .G
% :&esl(\/eiil —Vei)+& / s
dt AX K, +G;

onde G; é a concentracdo de maltose no i-ésimo tanque (g-maltose L™) e Ve; é
a concentracdo de vesiculas no i-ésimo tanque (g-vesiculas L™). Novamente,
estas equacdes sdo validas para os ultimos 30 tanques antes da ponta, onde
ha formacéo de vesiculas. Para os tanques intermediarios ndo produtores de
vesiculas (N-31), o termo de producdo de vesiculas deve ser removido da
equacoes (4.4) e (4.5).

No tanque da ponta (n), as vesiculas sdo consumidas para o
alongamento da hifa, fazendo com que o Gltimo tanque possua comprimento e
volume variaveis. Para a velocidade de alongamento do tanque da ponta, ou
seja, a velocidade de aumento do seu comprimento (L), € proposta uma
equacao analoga a de Michaelis-Menten, com base no consumo de vesiculas,
segundo a Equacéo (4.6):

dL  k_.\Ve
[ Ccves n (4.6)
dt  Ky+Ve,

onde L € o comprimento do ultimo tanque (dm), keves € @ velocidade maxima de
alongamento da hifa a partir de vesiculas (dm h?) e Ky é o constante de
saturacdo em funcéo das vesiculas para o alongamento da hifa (g-vesiculas
dm).

Por causa do aumento do volume do ultimo tanque, para o balango de
massa, leva-se em conta a variagdo do comprimento em fungéo do tempo que

sao o primeiro termo do lado direito da equacéo 4.7 e 4.8. Este tanque também
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se diferencia dos tanques anteriores por ndo haver formacdo de vesiculas,
apenas o consumo, logo, o consumo de maltose ocorre somente para a
manutencao celular. Assim, obtém-se as equacbes (4.7) e (4.8) para os
balancos de massa de maltose e vesiculas, respectivamente:

dG G, dL v D

d_tn:_Tn'E+E'G”_1+ﬁ'(6n—1—en)_m'phypha (4.7)
L.
2"
dVen Ve, dL L wves ert Kowes V€,
TV Ve, )it (4.8)
dt L dt L L.A K|V+Ve

onde YveL € 0 coeficiente estequiométrico que relaciona o consumo de
vesiculas com o aumento do comprimento do tanque da ponta (g-vesiculas.dm’
3)_

O comprimento do ultimo tanque aumenta até atingir o dobro do
comprimento de um tanque normal. Quando isso ocorre, o Ultimo tanque €&
dividido em dois tanques iguais, com as mesmas concentracdes de maltose e
vesiculas.

O modelo matematico foi implementado em linguagem FORTRAN e
resolvido utilizando a sub-rotina DASSL (PETZOLD, 1989). Optou-se pelo por
esta sub-rotina por se tratar de um método de integracdo implicito que traz
mais estabilidade quando comparado a métodos explicitos na hora de fazer a

integracdo numeérica das equacdes do modelo.

4.4 ESTIMACAO DOS VALORES DOS PARAMETROS DO MODELO

Os parametros do modelo matematico foram obtidos da literatura,
guando possivel, como mostra a tabela 4.1. Os parametros Ygn € Yyer foram
obtidos supondo que toda a vesicula produzida se converte em biomassa e que
a producdo de vesiculas é a uUnica fonte de aumento de biomassa. Logo, o
valor de Ygy € igual ao rendimento de biomassa por grama de acgucar

determinado por Nopharatana et al (1998).



75

Os parametros Kg, K, e kpes tiveram que ser utlizados como

parametros de ajuste porque nao foram encontrados valores para esses

parametros na literatura.

Foi considerado como condi¢@es iniciais para simulacdo do modelo que

existiam 3 tanques com zero de concentracdo de maltose e vesiculas.

Tabela 4.1. Valores dos parametros

Parametro Valor Fonte Descricdo
Prosser e
A 1x10°® Tough (1991) Area da seccfo da hifa (dm?)
Hayduk e
D 2,48x10"  Laudie (1974)  Difusdo de maltose (dm*h™)
Gres 5 Dyson (2011) Concentracdo de maltose no tanque fonte (g-maltose L'l)
Keves 0,02 Trinci (1971) Velocidade méaxima de consumo de vesiculas (dm h'l)
Constante de saturagéo para producéo de vesiculas (g-
Ke 10 Calibrado maltose dm™)
Velocidade méaxima de producéo de vesiculas (g-
Kpves 1000 Calibrado vesiculas dm™>.h™)
Constante de saturagdo para consumo de vesiculas (g-
Ky 1000 Calibrado vesiculas dm™)
Bull e Trinci Coeficiente de manutencéo para maltose (g-maltose g-
m 18x107® (1977) biomassa™ h™)
\Y 0,0225 Cairney (2005) Velocidade de conveccao para maltose (dm h'l)
Regalado et al
Vves 0,036 (1997) Velocidade de conveccao para vesiculas (dm h'l)
Nopharatana et Rendimento de maltose por vesiculas produzidas (g-
Yen 2 al (1998) maltose g-vesiculas™)
Nopharatana et Rendimento de vesiculas consumidas por comprimento
Yver 1x10°® al.(1998) (g-vesiculas dm ™)
Coradin et al
Ax 0,0001 (2011) Comprimento do tanque (dm)
Coradin et al
AXres 0,0001 (2011) Comprimento do tanque de reserva (dm)
Nopharatana et
Phypha 100 al (2003) Densidade da biomassa (g-biomassa L'l)
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4.5 RESULTADOS

4.5.1 Calibracdo do modelo

A partir da analise das micrografias do fungo Rhizopus oligosporus
obtidas por Nopharatana et al. (2003) apés 16 h e 40 h de cultivo, foi observado
gue as hifas reprodutivas estavam presentes apenas na micrografia referente a
40 h (secao 2.2.1.4). A partir desta constatacdo, o modelo foi calibrado através
de ajustes nos valores dos parametros Kg, Ky e kpves, para que a hifa alongasse
2,3 mm em 24 h (figura 4.4). Isto corresponde a distancia entre o ponto mais
alto das hifas vegetativas na micrografia da 162 hora e o ponto mais alto das
hifas reprodutivas na micrografia da 40% hora. Uma vez que Nopharatana et al
(2003) obtiveram apenas estes dois pontos experimentais, ndo existem dados
intermediarios com os quais as previsdées do modelo possam ser comparadas.
No entanto, o perfil sigmoide (Figura 4.4) obtido na simulacdo é semelhante ao
perfil sigmodide obtido para o tubo de germinacdo cultivado em agar com
glucose como fonte de carbono (Larralde-Corona, 1996) (figura 2.11, secéo
2.2.1.2).

O resultado da simulacdo corresponde a uma velocidade média de
expansdo da hifa reprodutiva de 94 um h™. Este valor esta dentro da faixa
medida para hifas vegetativas de varios fungos, de 49 a 970 pm h™, mas é
inferior ao valor obtido para um fungo do mesmo género, Rhizopus solonifer,
que foi aproximadamente 970 pm h™, porém nesse caso o valor é para hifa
vegetativa (TRINCI, 1971; TRINCI 1974).
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FIGURA 4.4. PERFIL DE ALONGAMENTO DA HIFA EM FUN(;AO DO TEMPO
Obtido pelo modelo (-) e o resultado experimental obtido por Nopharatana et al (2003) (A).

FONTE: O autor

O perfil previsto de concentragdo de maltose em fungéo do
comprimento da hifa para diferentes tempos de simulacdo é apresentado na
Figura 4.5. Conforme o tempo avanca, o comprimento da curva aumenta,
devido a adicdo de novos tanques. A concentracdo de maltose diminui ao longo
da hifa, da base até a ponta, devido ao consumo para manutencao celular, a
transferéncia por conveccdo e difusdo e, nos 30 tanques mais préximos a
ponta, ao consumo para a producdo de vesiculas. A concentracdo de maltose
dentro da hifa nunca é nula, ou seja, sempre existe maltose para a manutencao
celular. Contudo, essa concentracao diminui rapidamente nos 30 tanques atras
da ponta, devido a elevada velocidade de consumo de maltose para a

formacdo de vesiculas nestes tanques.
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FIGURA 45 CONCENTRACAO DE MALTOSE EM FUNCAO DO
COMPRIMENTO DA HIFA EM DIFERENTES TEMPOS
SEGUNDO O MODELO MATEMATICO.
FONTE: O autor

Os primeiros tanques (12 a 32) préximos da base da hifa reprodutiva
apresentam comportamento diferente dos demais. Quando 0s primeiros
tanques sao formados, a concentracdo de maltose é inicialmente nula
(condicdes iniciais impostas no modelo), mas aumenta rapidamente nos
primeiros minutos, devido ao fornecimento pelo tanque de reserva. Nos demais
tanques, logo apos que eles sédo formados e deixam de ser tanques da ponta,
ha producdo de vesiculas, de modo que a concentracdo de maltose é baixa
apos a sua formacgdo. Depois que a producdo de vesiculas nestes tanques é
encerrada (setas pretas figura 4.6), inicia-se um acumulo mais intenso de
maltose. Este aciUmulo continua e tende a uma assintota da concentracdo do

acucar nos tanques 12 e 502 (4,9 g/L e 4 g/L respectivamente)(Figura 4.6).



79

(3,001 cm-tanque 1
e ,05cm-tanque 50

=, lcm-tanque 100

Cocn entragdo de maltose (g/L)
W

0,15cm-tanque 150
1 - l l —’l/ =, 2cm-tanque 200
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

FIGURA 4.6.- CONCENTRACAO DE MALTOSE EM FUNCAO DO TEMPO EM
DIFERENTES TANQUES DE HIFA SEGUNDO O MODELO
MATEMATICO.

As setas indicam o momento em o tanque deixou de ser produtor de vesiculas.
FONTE: O autor

O perfil da concentracdo de vesiculas em fungcdo do comprimento para
diferentes tempos € mostrado na Figura 4.7. Uma vez que a producao de
vesiculas ocorre apenas nos 30 tanques mais préximos da ponta, nos tanques
mais proximos a base da hifa, a concentracdo de vesiculas é nula apés 2 h de
crescimento da hifa, porque esses tanques deixam de ser produtores de
vesiculas na primeira hora de simulacdo. A concentracdo de vesiculas na ponta
€ alta (85 g/L até 20 g/L), o que € qualitativamente condizente com a
concentracdo de vesiculas obtida por Prosser e Tough (1991) em hifas
vegetativas e com a microscopia apresentada por Mims et al. (1988) em hifas
reprodutivas. O formato da curva simulado também é qualitativamente

semelhante ao obtido por Prosser e Tough (1991).
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4.5.2 Analise paramétrica

A fim de determinar quais parametros do modelo apresentam maior
influéncia sobre o alongamento da hifa reprodutiva, foram analisados os efeitos
de sete parametros, individualmente, sobre o comprimento da hifa alcancado
em 24 h de simulagcdo (denominada “L.s"): a constante de saturagdo para
producdo de vesiculas (Kg), a velocidade maxima de produgéo de vesiculas
(kpves), @ velocidade de transporte de vesiculas (Vyes), @ constante de saturagéo
para o consumo de vesiculas (K,), a velocidade maxima de alongamento da
hifa (keves), @ velocidade de transporte de maltose (v), a concentracdo de
maltose na fonte (Ges) € 0 tamanho da zona de produgéo de vesiculas (A). Os
parametros Ky, Ky € Kpves foram testados porque néo foram encontrados valores
para esses parametros na literatura. Os outros parametros foram testados

porque, embora houvesse dados na literatura para esses parametros, a faixa
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de variacdo desses valores era muito grande, por exemplo, a velocidade de
transporte de maltose pode variar de 5x102 ym s a 1x10° ym s™.
A porcentagem (P) foi usada para avaliar o efeito da variagdo dos

parametros sobre L4 e foi calculada como sendo:

P— (L24maior — L24menor) 100 (49)

24maior
A influéncia dos parametros Kg, Kpves, A, Vves, Ky € Keves, quando variados
individualmente, teve pouco efeito sobre L,4 (Tabela 4.2). O aumento de Ky ou
diminuicdo de kpes implica na diminuicdo da velocidade de producédo de
vesiculas para uma concentracdo igual de maltose, no entanto, o efeito sobre
L.4 € pouco significativo. Uma explicacdo para isso € que, como existem muitos
tanques produtores de vesiculas, a diminuicdo da velocidade de producao de
vesiculas tem pouco efeito sobre o sistema como um todo. Outra explicacao é
que o que esta limitando o crescimento é o fornecimento de nutrientes e ndo a

producéo de vesiculas.
Tabela 4.2. Efeito da variagdo de Kg, Kpves, Vves; Kv € Keves SObre a

variacdo da porcentagem de Lyg

Valor Valor

minimo maximo P
Kq 0,1 50 -15,3%
Kpves 500 2000 5,5%
Vves 0,001 0,1 7,0%
Ky 1 10000 -3,0%
Keves 0,001 0,1 11,0%
A 10 60 14,8

Os parametros que tém maior influéncia sobre L, sdo 0s que
influenciam diretamente o fornecimento de maltose do tanque reserva para a
hifa reprodutiva: G € v (figuras 4.8 e 4.9). Isso mostra que 0s parametros que
mais influenciam o crescimento sdo aqueles responsaveis pelo fornecimento de

maltose no sistema.
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FONTE: O autor
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4.6 DISCUSSAO

O modelo apresentado é o primeiro modelo desenvolvido para hifas
reprodutivas que incorpora a descrigéo do processo de produgéo e consumo de
vesiculas e o primeiro a reconhecer uma zona definida de producdo de
vesiculas. Além disso, o modelo pode ser adaptado para descrever o
crescimento de outros tipos de hifas e implementado a outros modelos a fim de
obter um modelo completo para o crescimento do micélio. A analise
paramétrica do modelo mostrou quais sdo 0s parametros mais importantes
para uma futura determinagdo experimental, no caos a velocidade de

conveccao e a quantidade de maltose no “foot-cell”.
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Essa discussdo sera dividida em cinco subsec¢fes: modelo hibrido
completo, as inovagBes do modelo, possiveis extensdes do modelo para
descricdo de outros tipos de hifas, limitagdes e possiveis melhoramentos do
modelo para hifas reprodutivas e delineamento experimental para uma melhor

validacdo do modelo.

4.6.1 Modelo hibrido completo

O modelo proposto nessa tese possui duas vantagens com relagéo ao
modelo hibrido de Boswell et al. (2007), que é o melhor modelo hibrido ja
proposto na literatura. Primeiro, o modelo proposto é mais completo na
descricdo dos mecanismos de alongamento da hifa, descrevendo o transporte
de substrato, a producdo de vesiculas e o consumo das vesiculas na ponta,
enquanto o modelo de Boswell et al. (2007) trata somente de um substrato
genérico, sem descrever a producdo, transporte e consumo de vesiculas.
Segundo, o modelo proposto por Boswell et al. (2007) descreve o alongamento
da hifa através de equacdes de probabilidade que sédo fungbes da
concentracdo do substrato interno. Porém o processo de alongamento ndo é
estocastico, mas € deterministico e, logo, ndo € muito preciso descrever esse
processo através de equacdes de probabilidade. No modelo proposto nesse
trabalho o alongamento ndo é descrito com equac¢fes de probabilidade, mas
com equacdes deterministicas que sdo mais coerentes do ponto de vista
bioldgico. A grande limitagdo de um modelo estocastico é que processos que
ocorrem em tempo relativamente pequeno (como a difusdo e transporte de
nutrientes) ndo podem ser descritos com precisdo, porque nesse tipo de
modelo a integracdo das equacdes ocorre em intervalo de tempo grande
(escala de minutos) ao passo que muitos processos dentro da hifa ocorrem na

escala de segundos.
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4.6.2 Inovacdes do modelo

O modelo proposto nesse trabalho é o primeiro a descrever o
comportamento e os mecanismos de crescimento de hifas reprodutivas. Apesar
da importancia deste tipo de hifa (responsavel pela producdo de esporos), a
maioria dos modelos trata apenas das hifas vegetativas superficiais (TRINCI e
PROSSER, 1979, BOSWELL et al. 2002, DAVIDSON, 1998, LOPEZ-ISUNZA
et al. 1997). O modelo de Coradin et al (2011) é o Unico que reconhece a
presenca da hifa reprodutiva, todavia, ndo considera 0s mecanismos internos
de alongamento da hifa envolvidos no crescimento desse tipo de hifa.

O modelo desenvolvido neste trabalho inclui expressdes para
descrever os mecanismos de producdo, transporte e consumo de vesiculas,
enguanto estes mecanismos sao apenas parcialmente descritos na maioria dos
modelos para hifas. Por exemplo, o modelo de Trinci e Prosser (1979)
descreve o consumo e transporte de vesiculas, mas ndo descreve a cinética de
sua producdo, partindo da suposicdo de que a producdo de vesiculas é
constante em todo comprimento da hifa. Outros modelos se limitam a supor
que o crescimento da hifa depende apenas da concentracdo da fonte de
carbono na ponta da hifa (BOSWELL 2012, DAVIDSON, 1998,
NOPHARATANA et al, 1998). Porém, o papel das vesiculas € determinante no
mecanismo de alongamento da hifa e nos processos de ramificacdo
(PROSSER E TOUGH, 1991). A cinética de producdo e consumo de vesiculas
foi incorporada no modelo de Lopez-lzunza (1997), porém, as simulacbes do
modelo ndo sdo condizentes com os resultados obtidos por Larralde-Corona
(1996) para o crescimento do tubo germinativo. Esses resultados mostram um
perfil sigmoide, como o que foi obtido pelo modelo deste trabalho.

Outro diferencial do presente modelo é a discretizacdo do sistema na
forma de tanques em série, enquanto a maioria dos modelos que descrevem o0s
mecanismos internos de alongamento da hifa utiliza equacdes diferenciais
parciais (EDPs) continuas ao longa da hifa inteira (LOPEZ-IZUNZA et al., 1997;
DAVIDSON; 1998, BOSWELL et al., 2002). Ao utilizar a discretizagcdo em
tanques, é possivel atribuir mecanismos diferentes a grupos de tanques, como

foi feito no presente trabalho, para descrever a ponta, a zona produtora e a
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zona nao produtora de vesiculas. Também foi simples incorporar a mudanca na
fisiologia da hifa, por exemplo, a transformacao de um tanque de um estado de
“‘produtor de vesiculas” para um estado de “ndo produtor de vesiculas”. Seria
muito mais complexo descrever estas variagdes temporais e espaciais em um

modelo baseado em EDPs continuas.

4.6.3 Extensdo do modelo para descrever outros tipos de hifas

O modelo proposto pode servir de base para descrever outros tipos de
hifa, como a hifa vegetativa superficial, a hifa vegetativa aérea e a hifa
penetrante. Para fazer isto, as seguintes modificagcbes seriam necessarias:
() incorporagéo de regras para ramificagao das hifas vegetativas e penetrantes;
(i) incorporar um balan¢o de massa para o substrato presente no meio soélido;
(i) alteracdo dos parametros do modelo para se ajustar a fisiologia destas
hifas; (iv) incorporacdo de um balanco de massa para o O, no meio solido,

(v) incorporar o transporte de &gua para dentro das hifas penetrantes e
superficiais.

Pode ser necessario modificar os balancos ja desenvolvidos no
presente trabalho ou até aumentar o nimero de balancos para determinados
tanques. Por exemplo, seria necessario incluir, um balanco de O, para as hifas
penetrantes, incluindo seu transporte e consumo intracelular e um termo no
balanco de vesiculas em hifas penetrantes que descreve o efeito de O, sobre a
producao de vesiculas.

Na extensdo do modelo para descrever uma rede de hifas, sera
necessario descrever a hidrodindmica do sistema, ou seja, o fluxo
citoplasmatico dentro da rede. Em um micélio completo, esse fluxo se distribui
dentro da hifa como um sistema vascular aberto. O surgimento das
ramificagbes faz com que esse fluxo citoplasmético se divida nos pontos de
ramificacdo dentro da hifa, sendo necessario que o modelo tenha um balanco
para o fluxo citoplasmatico e uma forma de calcular como o fluxo se distribui
nas ramificacdes e o efeito do surgimento de novas pontas no sistema. Um

exemplo de uma abordagem né&o apropriada para descrever esse fendmeno é
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o0 modelo proposto por Boswell et al. (2007) onde esse fluxo foi assumido como
sendo constante, independente do numero de ramificacbes que ocorrem no

sistema e sem levar conta fenémenos de perda de carga.

4.6.4 Limitagbes e possiveis melhoramentos do modelo para hifas

reprodutivas

O modelo desenvolvido no presente trabalho para descrever o
alongamento de hifas reprodutivas tem trés limitacdes relacionadas as
simplificacfes feitas no seu desenvolvimento, como discutido abaixo.

Primeiro, a cinética de hidrolise de glicogénio ndo € descrita,
assumindo-se que a concentracdo de maltose no tanque reserva € constante.
Uma vez que a concentracdo de maltose neste tanque tem uma grande
influéncia sobre a velocidade de alongamento da hifa, a descricdo da cinética
de quebra do glicogénio é fundamental para melhorar a flexibilidade do modelo
para descrever outras situacdes experimentais, como a diferenciagéo celular.
Isso envolveria a obtencdo de dados experimentais que ndo estdo disponiveis
na literatura, como sera discutido em secéo 4.6.5.

Segundo, foi pressuposto que as vesiculas que suportam o
alongamento das hifas reprodutivas sdo produzidas somente na hifa
reprodutiva. Na micrografia de Mims et al (1989), ndo existem vesiculas na hifa
vegetativa para o fungo Aspergillus nidulans, porém, existe a possibilidade de
um comportamento diferente para outros fungos, visto que a hifa reprodutiva
dessa espécie possui um comprimento menor do que a de outras espécies,
cerca de 100 pm.

Terceiro, foi pressuposto que a producao de vesiculas ocorre apenas
nos 0,3 mm préximo a ponta da hifa. Em hifas vegetativas superficiais, €
comum que a zona periférica de crescimento possua de 0,1 a 1 mm de
comprimento (Trinci, 1971). Contudo, n&o existe um estudo detalhando em qual
regido se concentra a producdo de vesiculas em hifas reprodutivas. A
micrografia de Mims et al. (1989) n&o auxilia neste caso, devido ao curto

comprimento da hifa reprodutiva de Aspergillus nidulans (100 pm).
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4.6.5 Delineamento dos experimentos necessarios para a validacdo do modelo

As simulacoes feitas com o modelo proposto neste trabalho indicam a
necessidade da obtencdo de varios dados experimentais que ndo sao
disponiveis na literatura. Dessa para que se valide as hipéteses do modelo &

necessario determinar experimentalmente:

1. A regido produtora de vesiculas.

2. Os parametros mais importantes para a validacdo do modelo sdo Gy €
V. portanto, € necessario obter valores experimentais confiaveis para
esses parametros. Um experimento importante que poderia ser
conduzido seria a determinacdo da cinética de degradacdo do
glicogénio. Uma forma de fazer isso seria de analisar a area ocupada
pelos granulos de glicogénio ao longo do tempo de cultivo do fungo.

3. Verificar se existe transporte de vesiculas da hifa vegetativa para a
reprodutiva e qual é o perfil de alongamento para hifas reprodutivas.

4. As cinéticas de formacéo e de consumo de vesiculas também devem ser
investigadas, a fim de confirmar se seguem a cinética de Michaelis-
Menten.

Outro experimento importante mais complexo que poderia ser feito é
determinar a velocidade do fluxo citoplasméatico e distribuicdo de nutrientes
dentro da hifa. Esta velocidade poderia ser medida utilizando um composto
inerte e radioativo ou fluorescente no meio de cultura assimilado pelo fungo.
Através de um aparelho de microscopia por ressonancia magnética, poderia se
determinar a concentragdo do composto (KOCKENBERGER et al., 2004) ao
longo do micélio caso o composto possua um nucleo detectavel por RMN. No
caso de uma sonda fluorescente, microscopia confocal poderia ser usada para
determinar a concentragéo da sonda ao longo do micélio.

Embora a andlise paramétrica tenha mostrado que 0s processos
relacionados as vesiculas tenham pouco efeito direto sobre o0 o valor de Ly, a

7

descricdo dos fenbmenos relacionados as vesiculas é importante por duas
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razdes. Primeiro, as vesiculas possuem um papel chave na determinacédo dos
locais de ramificacdo do fungo (PROSSER E TRINCI, 1979). Segundo, o
modelo proposto nesse trabalho descreve apenas uma hifa sem ramificagéo, o
efeito das vesiculas em um micélio ramificado e completo pode ser bem
diferente do encontrado nas simulacdes deste sistema. Devido a presenca de
ramificagbes, a distribuicdo de vesiculas dentro das hifas pode afetar a
velocidade de alongamento, onde regides com maior produgcdo de vesiculas

alongariam com maior velocidade.

4.7 CONCLUSAO

O modelo matematico proposto inclui a producao de vesiculas a partir
de maltose, o consumo de vesiculas para o alongamento da hifa e o transporte
de vesiculas e maltose ao longo da hifa, de modo que este € o modelo mais
completo para a descricdo do alongamento de hifas reprodutivas. O modelo

pode ser estendido para descrever outros tipos de hifa.
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5 MODELO DE DISTRIBUICOES DE PROBABILIDADES

O modelo matematico de tanques em série apresentado no capitulo
anterior pode ser estendido para descrever hifas vegetativas superficiais,
aéreas e penetrantes. Isto seria feito pela incorporacdo das equacdes deste
modelo em um modelo tridimensional como o modelo de Coradin et al. (2011).
O resultado seria um modelo hibrido capaz de descrever um micélio
tridimensional, onde a velocidade de alongamento das hifas fosse funcdo do
fornecimento de vesiculas as suas pontas. Porém, antes disto, € necessario
desenvolver um sistema de regras sobre a ramificacédo e de escolha de dire¢céo
de extensdo que seja mais simples do que o sistema usado por Coradin et al.
(2011), mas ainda capaz de prever o perfil de distribuicdo da biomassa obtida
por Nopharatana et al. (2003).

O modelo com novas regras foi desenvolvido em duas etapas.

(1) A equacao da distribuicdo normal foi ajustada, por regressdo nao linear,
aos dados de densidade como funcéo da distancia da superficie, tanto
para hifas aéreas, quanto para hifas penetrantes. Conforme apropriado,
foi pressuposto a presenca de uma ou duas populacdes de hifas, cada
populacdo com uma distribuicdo normal. Esta andlise é apresentada no
capitulo 5.1.

(2) Com base na ajuste das distribuigbes normais, foram desenvolvidos
modelos, baseado numa analogia ao processo de difusdo, para o
movimento das hifas em relacdo a coordenada vertical. Foram
desenvolvidos modelos com regras diferentes para as hifas aéreas

(Capitulo 5.2) e para as hifas penetrantes (Capitulo 5.3).

5.1 AJUSTES DAS DISTRIBUICOES ESTATISTICAS

O perfil de densidade de biomassa aérea como fungéo de altura que foi
obtido por Nopharatana et al (2003) para o0 crescimento de Rhizopus
oligosporus em PDA tem um formato parecido com metade de uma distribuicdo
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normal (veja Figura 2.18). Esta distribuicdo, quando aplicada a estes dados, é

descrita pela equagéo:

(5.1)

2

Px —;ﬁexp(—(hz_;;) }
onde px € a densidade de biomassa, h € altura que a biomassa esta da
superficie do sélido, 4 € a média da densidade de biomassa (que também
corresponde & altura que dé o pico da distribui¢do), K, € o fator de escalae o é
o desvio padrao da densidade de biomassa em funcdo da altura. Sendo que,
nesse caso, essa equacgao vale apenas para h maior que zero.

A equacdo (5.1) se ajustou bem aos dados de Nopharatana et al.
(2003) para 16 h (figura 5.1). Por outro lado, ndo ajustou bem aos dados de 40
h, principalmente no que diz respeito ao formato da curva na altura acima de

0,15 cm (figura 5.2). Os parametros de ajuste estao na tabele 5.1.

40

35

30

25 \

20 \

15 \ ¢ Experimental
10 \

: N\

0 W

0 0,05 0,1 0,15

Normal

Biomassa seca (g/L)

Altura da biomassa h (cm)

FIGURA 5.1. AJUSTE DA DISTRIBUICAO NORMAL DA BIOMASSA AEREA
COM 16 HORAS AOS RESULTADOS DE NOPHARATANA ET
AL (2003).

Pontos resultados experimentais e a linha o ajuste normal
FONTE: O autor
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FIGURA 5.2. AJUSTE DA DISTRIBUICAO NORMAL DA BIOMASSA AEREA
COM 40 HORAS AOS RESULTADOS DE NOPHARATANA ET
AL (2003).

Pontos resultados experimentais e a linha o ajuste normal

FONTE: O autor

Tabela 5.1 Parametros do ajuste de distribuicbes

Parametros Dist. normal
16 horas hifas aéreas H 0
o] 0,026758286
k 14,25473936
Parametros Dist. normal
40 horas hifas aéreas H 0
o) 0,063540239
k 20,27139828
Parametros | Dist. Normal veg. | Dist. Normal rep.
40 horas hifas aéreas 11 0 0,168295435
duas populacbes o 0,049820682 0,08299465
k 19,8679336 1,444305837
Parametros | Dist. Normal veg. | Dist. Normal desb.
16 horas hifas u 0,035 0,144570313
penetrativas duas ' '
populacdes o] 0,037414475 0,097342066
k 0,560590755 0,25252865
Parametros | Dist. Normal veg. | Dist. Normal desb.
40 horas hifas U 0,045 0,179892262
penetrativas duas ' ’
popu|a(;6es (0} 0,04369658 0,111768785
k 1,199698563 0,359162607
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Como a distribuicdo normal ndo descreveu bem o0s resultados
experimentais das hifas aéreas com 40 horas de cultivo, foi testada a hipotese
levantada por Coradin et al (2011) de que existem duas populacdes de hifa
(vegetativa e reprodutiva) na micrografia feita com 40 horas de cultivo. Neste
caso, cada populacéo teria sua propria distribuicdo da biomassa. Essa hipétese
também foi testada para o caso das hifas penetrantes.

Como € mostrada nas figuras 5.3, 5.4 e 5.5, 0 ajuste de duas
distribuicbes normais (duas distribuicbes normais na mesma equacao, mas
com picos diferentes) descreveu muito bem os resultados experimentais, tanto
para hifas aéreas como penetrantes. As hifas aéreas foram divididas em duas
populacdes, um de hifas vegetativas e um de hifas reprodutivas, sendo que as
hifas reprodutivas surgem depois de 16 horas de cultivo. Com relacdo as hifas
penetrantes, estas foram divididas em hifas vegetativas e hifas desbravadoras,
sendo que nas hifas penetrantes é possivel observar que essas duas
populacdes surgem desde inicio do cultivo. O termo desbravadora foi adotado
porque esse tipo de hifa parece alongar para dentro do soélido, como se fosse
desbravando novas regides. Essa divisdo das hifas penetrantes foi feita com
base nas micrografias de Nopharatana et al (2003). As hifas que se
concentram mais préximas da superficie entre 0 e 0,15 cm de profundidade
foram tratados como hifas penetrantes vegetativas. As hifas pouco ramificadas
observadas em profundidades maiores que 0,15 cm foram tratados como hifas
desbravadoras. Os parametros do ajuste estdo na tabela 5.1.

A partir desses resultados, pode-se concluir que, para descrever a
distribuicdo da biomassa no espaco (sobre a superficie do sélido ou dentro do
sélido), é necessario reconhecer duas populacbes. Essa analise suporta a
hipotese de que as hifas reprodutivas e desbravadoras possui um padrao de
ramificacdo diferente das hifas vegetativas das micrografias de Nopharatana et
al (2003). A partir destas informacdes, pode-se entdo propor modelos
estocasticos para tentar descrever o comportamento das hifas aéreas e das

hifas penetrantes.
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FIGURA 5.3. GRAFICO DE AJUSTE DA DISTRIBUICAO NORMAL COM
DUAS POPULACOES DA HIFA AEREA 40 HORAS DE

CULTIVO.

Pontos dados experimentais e as linhas séo os ajustes das distribuicdes normais
FONTE: O autor
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FIGURA 5.4. GRAFICO DE AJUSTE DA DISTRIBUICAO NORMAL COM
DUAS POPULACOES DA HIFA PENETRANTES 16 HORAS DE

CULTIVO.

Pontos dados experimentais e as linhas séo os ajustes das distribuicbes normais
FONTE: O autor
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FIGURA 5.5 GRAFICO DE AJUSTE DA DISTRIBUICAO NORMAL COM DUAS
POPULACOES DA HIFA PENETRANTES 40 HORAS DE
CULTIVO.

Pontos dados experimentais e as linhas séo os ajustes das distribuicbes normais
FONTE: O autor

5.2 MODELO MATEMATICO PARA DESCRICAO DO ALONGAMENTO E
RAMIFICACAO DA HIFA AEREA

Com as informacg@es obtidas dos ajustes das distribuicbes, é possivel
construir um modelo mateméatico semelhante ao de Coradin et al. (2011), mas
com regras mais simples. Para simplificar a modelagem, optou-se por néo
descrever o sistema como foi feito por Coradin et al. (2011), que utilizou uma
malha tridimensional com quadrados de 10 um de aresta. Ao invés disso, foi
usado um sistema unidimensional, em que o espaco foi dividido em camadas
de 140 um de altura, de forma que os segmentos de hifas pudessem se
alongar em retangulos de 140 pym de comprimento por 10 um de largura
através dessas camadas. Como mostra a figura 5.6, um segmento de hifa pode
alongar dentro de uma camada, atravessar camadas e aumentar o namero de
hifas devido a ramificacdo. A densidade biomassa em funcdo da altura é
calculada com base nos segmentos que pertencem a cada camada.

No alongamento de hifas, a camada na qual sera adicionado o novo
segmento depende da posi¢cdo do segmento de hifa ativa no inicio da iteracao
e da direcdo do crescimento. Se 0 segmento esta na base de camada i (i.e.

imediatamente acima da divisdo com a camada inferior) no inicio da iteracéo e
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o alongamento é para cima (Figura 5.6-A) ou para o lado (Figura 5.6-B), o novo
segmento € atribuido a camada i. Se 0 segmento ponta esta na base da
camada i, mas o alongamento ocorre para baixo (Figura 5.6-C), entdo, o
segmento é atribuido a camada i-1. Se a ponta estd na camada i na posi¢ao
vertical e com o sentido para cima (i.e. imediatamente abaixo da divisdo com a
camada superior) e o alongamento ocorre na vertical com o sentido para cima
(Figura 5.6-D) ou para o lado (Figura 5.6-E), o segmento € atribuido & camada
i+1. Se a ponta estd na camada i na posicdo vertical e com o sentido para
cima, mas o0 crescimento ocorre na vertical com o sentido para baixo, o

segmento € atribuido a camada i (Figura 5.6-F).

‘ 140 um |
0 I B I |
1 segmento °
3°camada
g (D)
g
(E) 2°camada
e —_—
g
2 (A) (C)
(B) 1°camada
_ — _

Superficie da pani;ﬁ;
FIGURA 5.6. DESCRICAO DO SISTEMA EM CAMADAS

Fonte: O autor
O programa de simulac&o consiste em um conjunto de regras que séo

aplicadas iterativamente. Em cada iteracdo cada segmento de hifa ativo pode
ramificar, alongar ou parar de alongar. Um fluxograma das iteracbes €
mostrado na figura 5.7. No inicio da simulacdo, o sistema é semeado
regularmente com 400 esporos, que possuem uma probabilidade de germinar
de 50%. Cada esporo que germinar se torna um segmento de hifa no formato
de um retangulo com 140 um de comprimento e cresce sobre a superficie
sélida, como mostra a figura 5.6 (A). Ap6s esse primeiro alongamento, cada
segmento passa por um processo de checagem, onde o0 segmento pode

continuar alongando ou parar através da seguinte equagao:
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Ca |
P :[C j (5.2

Xmax

onde Pyar € a probabilidade de que o alongamento pare, Cyx, € a concentracdo
de biomassa na camada onde o segmento de hifa esta atualmente localizado e
Cxmax € @ concentracdo maxima de biomassa por camada, ou seja, € 0 numero
méaximo de segmentos que cada camada pode suportar. Essa equagéo tem por
objetivo prever o fenbmeno de parada do crescimento devido ao impedimento
estérico (AURIA et al., 1995). Esta equacao esta elevada ao quadrado porque
para que a hifa pare de alongar deve haver o encontro de dois segmentos. Se
0 segmento passa pelo teste sem parada, esse segmento entdo ramifica
apicalmente, formando dois novos segmentos retangulares de 140 pm. A
direcdo que cada segmento novo pode tomar depende da posi¢do onde esta o
segmento paternal. Se este segmento esta sobre a superficie sélida (como é o
caso do inicio da simulagdo) os segmentos gerados tém 50% de chance de
continuar sob a superficie sélida e 50% de chance de alongarem para cima.
Caso o segmento paternal esteja em outro lugar no espaco (a partir da 2°
iteracdo), os segmentos gerados vao ter chance iguais de alongar na direcao
vertical para cima, vertical para baixo ou horizontal.

Apbés o alongamento dos segmentos gerados, € feito uma nova
checagem através da equacao 5.2: avalia-se quais sdo 0s segmentos que vao
parar ou vao continuar ativos. Os segmentos que continuarem ativos vao
ramificar e, portanto, geram dois novos segmentos ativos que vao alongar. O
ciclo se repete, a cada iteracdo. A duracdo de uma iteracdo € de 2,1 horas
(parametro de ajuste do modelo), que equivale a uma velocidade de
alongamento da hifa de 67 pm h™®, compativel com os valores obtidos
experimentalmente (TRINCI, 1971).
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FIGURA 5.7: FLUXOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS ADOTADOS NO
MODELO DISCRETO PARA DESCREVER AS HIFAS
AEREAS.

FONTE: O autor

A distribuicdo simétrica das possibilidades de direcdo foi baseada no
ajuste da curva normal da biomassa vegetativa, pois se a distribuicdo da
biomassa no espaco pode ser descrita como sendo normal, ela pode ser
descrita como se fosse sendo analoga uma difusdo classica unidimensional.
Um soluto difundindo unidirecionalmente a partir de um ponto central tem a
probabilidade de avancar 50% e de regredir 50%, segundo a teoria do
‘random-walk” (CODLING et al., 2008). Este comportamento leva a formacao
de uma distribuicdo gaussiana da concentracdo, com o pico da curva localizado
no ponto central.

Apoés 9 interagcdes, que equivale a 19 horas de cultivo, as regras do
modelo mudam. Assumiu-se que o crescimento das hifas vegetativas para e
ocorre a diferenciacdo das hifas vegetativas em reprodutivas e, entdo, o
alongamento das hifas reprodutivas. As regras a diferenciacdo e para o

alongamento das hifas reprodutivas seguem a seguinte ordem:
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1. So6 20% dos segmentos ativos (segmentos onde a ponta esta alongando
e nédo inativada) das hifas vegetativas se transformam em segmentos
ativos reprodutivos, sendo que este é um parametro de ajuste do
modelo;

2. Os segmentos ativos reprodutivos alongam verticalmente para cima com
140 pm de comprimento;

3. Em cada iteracdo subsequente, o numero de segmentos ativos
reprodutivos por camada decai, segundo a seguinte equagao:

N, =N, _k'Ni (5.3)
onde N; é o numero de segmentos reprodutivos provenientes do camada
inferior, k é constante de desativacdo das hifas reprodutivas e Nij:1 € 0
namero de segmentos reprodutivos ativos da camada superior;

4. Etapas 2 e 3 séo repetidas
A simulacdo é finalizada quando um ou mais segmentos atingirem o
camada 35

O valor da constante k € igual a 0,2 e isso € uma variavel de ajuste do

modelo.

5.2.1 Resultados e discussao das simula¢gdes do modelo das hifas aéreas

Os resultados experimentais utilizados para o ajuste do modelo foram
obtidos com a equacao do ajuste das distribuicdes normais por interpolagéao. O
ajuste do modelo foi bastante preciso na descricdo dos resultados
experimentais interpolados (figuras 5.8 e 5.9), principalmente da hifa aérea com
16 horas de cultivo. Isso indica que as hifas vegetativas aéreas se movem pelo
espaco em um processo analogo de difusdo, que pode ser descrita a partir da
teoria do “random-walk”. Ja com relacdo a descricdo dos resultados para as
hifas reprodutivas e vegetativas com 40 horas de cultivo (figura 5.9), o modelo
ndo foi tdo preciso quanto foi a simulacdo com 16 horas. O modelo prevé a
formacao de um patamar de densidade espacial de biomassa nas alturas entre

0 e 0,028 cm, algo ndo observado nos resultados experimentais interpolados, e
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a queda na concentracdo de biomassa € mais brusca que os dados
experimentais interpolados no modelo entre 0,042 cm e 0,112 cm. Uma das
formas de evitar esse patamar seria fazer com Cyxnax Variasse em funcao da
altura, mas isso seria uma regra muito artificial sem uma base experimental.
Outra alternativa, seria modificar porcentagem de hifas reprodutivas em funcao
da altura, ou seja, a porcentagem de 15% de hifas vegetativas ativas que se
tornam reprodutivas poderia variar em funcdo da altura, o que poderia
amenizar a queda brusca. Porém isso também seria artificial porque néo existe
fundamentacédo experimental. Apesar disso, as simulacbes do modelo foram
melhores que os resultados obtidos por Coradin et al. (2011), o que mostra que
com regras mais simples e embasadas nos ajustes das distribuicbes foram
mais eficazes para descrever o sistema. Essas discrepancias entre 0 modelo e
0s resultados experimentais sugerem que as regras de alongamento das hifas

reprodutivas precisam ser melhor estudas e aperfeicoadas experimentimente.
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FIGURA 5.8. COMPARACAO DA SIMULACAO DO MODELO COM
RESULTADOS EXPERIMENTAIS INTERPOLADOS DA HIFA
AEREA COM 16 HORAS DE CULTIVO.

FONTE: O autor
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AEREA COM 40 HORAS DE CULTIVO.

FONTE: O autor

5.3 MODELO MATEMATICO PARA HIFAS PENETRANTES

As regras para o modelo de hifas penetrantes foram baseadas em
dados de microscopia e fisiologia. Na figura 5.10, pode ser observada a
micrografia de Nopharatana et al (2003), onde as setas indicam que as hifas
penetrantes tém uma tendéncia de alongarem para baixo com angulos
relativamente pequenos, o que serviu de base no modelo para supor que todas
as hifas penetrantes alongam para baixo na vertical. Foi pressuposto a
existéncia de duas populagfes de hifas penetrantes, com base nos ajustes de
duas distribuicdes normais que foram feitos nas figuras 5.4 e 5.5, em conjuncéo
com as micrografias de Nopharatana et al. (2003) que séo reproduzidas na

figura 5.10. Foi definido um tipo de populacdo, que foi chamada de penetrante
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vegetativa que possui uma limitacdo na sua capacidade de penetrar no sélido.
O motivo dessa limitacéo é que a concentracao de oxigénio no solido se esgota
com 2,45 mm de profundidade (Rahardjo et al, 2002). Dessa forma, assumiu-se
que acima de 2,45 mm esta hifa ndo pode alongar. O segundo tipo de
populacao, que foi chamada de hifa desbravadora, esse tipo de hifa penetra
mais fundo no substrato sélido. A presenca desse tipo de hifa pode ser inferida
através da micrografia produzida por Nopharatana et al (2003) (figura 5.10),
onde é possivel observar um tipo de hifa mais longa (setas amarelas). Com
base nas micrografias da figura 5.10, foi pressuposto que novas hifas
penetrantes vegetativas brotam das hifas vegetativas superficiais durante o
cultivo: a quantidade de segmentos de hifa oriundos da hifa vegetativa
superficial € muito maior na micrografia com 64 horas de cultivo (circulos
vermelhos) (Figura 5.10) do que com 16 h de cultivo (Figura 5.10). O sistema

também foi dividido em camadas como no modelo anterior.
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FIGURA 5.10. MICROGRAFIAS DE NOPHARATANA ET AL (2003) DAS
HIFAS PENETRANTES CRESCENDO EM PDA COM 16 (A) E
64 HORAS (B) DE CULTIVO.

As setas vermelhas mostram o sentido de alongamento das hifas vegetativas e as setas

amarelas o sentido das hifas desbravadoras. O circulos vermelhos mostram os brotos.

FONTE: NOPHARATANA et al. (2003)
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A partir desses pressupostos e simplificacbes, as regras de

crescimento da hifa sdo:

1. No inicio da simulacdo, brotam 100 pontas de segmentos

2.

supostamente a partir do conjunto de hifas vegetativas que estédo na
superficie sdlida do meio de cultura (ndo descritas neste modelo),

essas hifas alongam uma camada.

Os segmentos vegetativos podem parar de alongar, segundo a

seguinte equacao:

h n
Pparada: (h_] (53)

max
onde Ppaada € a probabilidade dos segmentos pararem de
alongar, h é profundidade que o segmento penetrou, n (2) é um
fator de ajuste da parada e hmax (4,9mm)é a profundidade maxima
gue a hifa vegetativa pode atingir.

Se 0s segmentos nao pararem na checagem anterior, checa-se
se 0S segmentos novos vao ser vegetativos ou desbravadores,
segundo uma probabilidade de 5% de se tornarem segmentos de
hifa desbravadores.

Os segmentos novos alongam verticalmente para baixo.

As etapas 2, 3 e 4 sao repetidas até atingir 16 horas de simulacéo
Adiciona-se 100 novos segmentos de hifa que brotam da hifa sob
a superficie sélida,

Repete-se a etapa 2, 3 e 4 até atingir 40 horas de simulacdo

5.3.1 Resultados e discussdo do modelo de hifas penetrantes

As

simulagbes do modelo descreveram bem o0s resultados

experimentais (figura 5.18 e 5.19). O modelo foi capaz de descrever o

comportamento da biomassa total, tanto com 16 horas quanto com 40 horas.
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Este € primeiro modelo na literatura que descreve o comportamento da hifa
penetrante com duas populacdes de hifas diferentes.

Porém, esse modelo tem a limitagdo de possuir alguns parametros que
nao foram medidos experimentalmente, e que tiveram que ser usados como
parametros de ajuste do modelo. Como, por exemplo, a porcentagem de
formacdo das hifas desbravadoras e o nimero de segmentos de hifa que
brotam no inicio e com 16 horas de simulagcdo. Apesar disso, o numero de
parametros a ser ajustados € menor que no modelo de Coradin et al (2011)
(secéo 2.2.1.4).
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FIGURA 5.18. COMPARACAO DA SIMULACAO DO MODELO COM
RESULTADOS EXPERIMENTAIS INTERPOLADOS DA
HIFA PENETRANTE COM 16 HORAS DE CULTIVO.
FONTE: O autor



106

Biomassa total modelo Biomassa total exp.
3,00 -
2,50 A
N

= 2,00
]
=
m
(=)
g
1,50
]
m
E
2
@ 1,00

0,50 -

0,00 . ‘ . . . . L Te— .

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5
Altura da biomassa h (cm)

FIGURA 5.19 COMPARACAO DA SIMULACAO DO MODELO COM
RESULTADOS EXPERIMENTAIS INTERPOLADOS DA
HIFA PENETRANTE COM 40 HORAS DE CULTIVO.
FONTE: O autor

5.4 CONCLUSOES GERAIS SOBRE OS MODELOS DE DISTRIBUICAO DE
PROBABILIDADES

Os modelos propostos para hifas aéreas e penetrantes também pode
ser fundidos com o modelo proposto no capitulo anterior desta tese e, dessa
forma, o alongamento do micélio como um todo pode ser descrito em funcéo da
concentracdo de substratos e vesiculas. Contudo, também serd necessario
fazer um balanco de massa para 0 oxigénio no meio extracelular e dentro da
hifa para que o modelo possa ser fundido, porque o oxigénio limita o

crescimento da hifa penetrante (Rahardjo et al., 2002).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho concluiu duas etapas necessarias para obtengao
de um modelo matematico completo para o crescimento microscopico de
fungos filamentosos sobre superficies solidas. Na primeira etapa, o modelo foi
capaz de simular o crescimento de uma hifa reprodutiva, um tipo de hifa ainda
ndo descrito na literatura através de modelos matematicos. Na segunda etapa,
foram desenvolvidos modelos com regras estocasticas para descrever o perfil
de densidade de biomassa em funcdo da altura para as hifas aéreas e
penetrantes. Estes modelos obtiveram parte de suas regras de ramificacdo e
alongamento da hifa a partir de ajuste de distribuicBes estatisticas. Os modelos
gerados foram capazes de descrever muito bem os resultados experimentais
de Nopharatana et al (2003), tanto para as hifas aéreas, quanto para as hifas
penetrantes. Com relacdo as hifas penetrantes, este é o primeiro modelo
matematico proposto que descreve esse tipo de hifa.

Como sugestao para trabalhos futuros a préoxima etapa seria a fusédo do
modelo fenomenolégico com o0 modelo estocastico com regras de ramificacao.
A fusédo de ambos os modelos pode resultar em um modelo mais completo que
descrevera um namero maior de fenbmenos que os modelos propostos hoje na
literatura. Além disso, para uma melhor validacdo do modelo fenomenoldgico
serdo necessarios dados experimentais sobre a producdo e consumo de

vesiculas das hifas de fungos filamentosos.
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