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RESUMO

Menezes, H. Dlnativacdo fotodindmica de conidios dos fungogspergillus nidulans,

Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporioides com fotossensibilizadores
fenotiazinicos e cumarinicos2012. 125f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade idacias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — UniversidadeadePaulo, Ribeirdo Preto, 2011.

O tratamento fotodindmico antifungico (APDT) é unétado promissor que combina um
fotossensibilizador ndo téxico (FS), oxigénio e Wsivel para provocar a morte seletiva das
células microbianas. O desenvolvimento do APDT ddpala identificacdo de FS que sejam
eficazes para as diferentes espécies de patégeaqmesente estudo, as suscetibilidades,
vitro, de conidios deColletotrichum acutatumC. gloeosporioidegambas sao espécies
fitopatogénicas) eAspergillus nidulansao APDT com quatro FS fenotiazinicos [azul de
metileno (MB), novo azul de metileno N (NMBN), azdé toluidina O (TBO) e o novo
fenotiazinico pentaciclico S137 (S137)] em combimagcom a luz vermelha, foram
investigadas. N6s também avaliamos a suscetibdiddas conidios d€. acutatume A.
nidulansao APDT com o psoraleno 8-metoxipsoraleno (8-MQ@®Bm duas cumarinas (7-
metoxicumarina e 5,7-dimetdéxicumarina) e com umarfacumarina (isopimpinelina) em
combinag¢do com a radiagdo solar. Ambas as cumagiaasiranocumarinas foram extraidas,
no presente trabalho, do limé&o Tahifitfus latifolia). Os efeitos dos tratamentos com os
diferentes FS nas folhas de laranja-p€r(s sinensiy também foram avaliados. O NMBN
e 0 S137 foram os fenotiazinicos mais eficazesARIBT com o NMBN (50 uM) e S137 (10
UM) e dose de luz de 25 J émesultaram na reducdo de aproximadamente 5 logs na
sobrevivéncia dos conidios das trés espécies. OTARIN o 8-MOP e com as cumarinas
resultaram em uma reducao de aproximadamente hbbgsbrevivéncia dos conidios @e
acutatume A. nidulans O APDT com a furanocumarina foi menos efetivesuftou em uma
reducdo na sobrevivéncia dos conidios de aproximexie dois logs par@. acutatume de
trés logs pard. nidulans Nenhum dano nas folhas foi observado quando ogoFsn
colocados na superficie adaxial das folhas. Oglesthistologicos mostraram que nenhum
dos FS fenotiazinicos atravessou a cuticula daadol

Palavras-chave: Tratamento fotodindmico antifungic&olletotrichum acutatum
Colletotrichum gloeosporioidesspergillus nidulansFotobiologia de fungos



ABSTRACT

Menezes, H. DPhotodynamic inactivation of conidia of the fungiAspergillus nidulans,
Colletotrichum acutatum and Colletotrichum gloeosporioides with phenothiazinium and
coumarinium photosensitizers.2012. 125f. Dissertation (Master). Faculdade dén€las
Farmacéuticas de Ribeir&o Preto — UniversidadeddePaulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Antifungal photodynamic treatment (APDT) is a premg method that combines a nontoxic
photosensitizer (PS), oxygen and visible lightdaase selective killing of microbial cells. The
development of APDT depends on identifying effeeti?S for the different pathogenic
species. In the present study, tinevitro susceptibilities ofColletotrichum acutatumcC.
gloeosporioides(both are phytophatogenic species) akgpergillus nidulansconidia to
APDT with four phenothiazinium PS [methylene bli¥B(), new methylene blue N (NMBN),
toluidine blue O (TBO) and the novel pentacicycpbenothiazinium S137 (S137)] in
combination with red light were investigated. Weoakvaluated the susceptibilities ©f
acutatumandA. nidulansconidia to APDT with the psoralen 8-methoxypsanal@-MOP),
with two coumarins (7-methoxicoumarin and 5,7-dinostycoumarin) and one
furanocoumarin (isopimpinelin) in combination wablar radiation. Both the coumarins and
the furanocoumarin were extracted, in the presemkwfrom Tahiti lemon Citrus latifolia).
The effects of the treatments with all the PSQimus sinensisleaves were also evaluated.
NMBN and S137 were the more effective phenothiammPS. APDT with NMBN (50 puM)
and S137 (10 pM) and light dose of 25 J%resulted in a reduction of approximately 5 logs
in the survival of the conidia of the three specABDT with 8-MOP and with the coumarins
resulted in a reduction of approximately 4 logshie survival ofC. acutatumandA. nidulans
conidia. APDT with the furanocumarin was less dffecand resulted in the reduction of
approximately 2 logs fo€. acutatumand 3 logs folA. nidulans No damages to the leaves
were observed when the PS were spotted on theadaxiace of the leaves and the plants
were exposed to solar radiation. Histological ssadihowed that the phenothiazinium PS did
not cross the leave cuticle.

Keywords: Antifungal photodynamic treatment,Colletotrichum  acutatumn C.
gloeosporioidesAspergillus nidulansFungal photobiology



RESUMEN

Menezes, H. Dlnactivacion fotodinamica de conidios de los hongAspergillus nidulans,
Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides con fotosensibilizadores
fenotiazinicos y cumarinicos.2012. 125f. Disertacion (Maestria). Facultad denCias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidad dePaalo, Ribeirdo Preto, 2011.

El tratamiento fotodinamico antifingico (APDT) es método prometedor que combina un
fotosensibilizador no toxico (FS), el oxigeno yda visible para causar la muerte selectiva de
las células microbianas. El desarrollo de APDT ddpede la identificacion de FS que sean
efectivos para las diferentes especies de patég&moeste estudio, la susceptibilidaal,
vitro, de conidios deColletotrichum acutatum C. gloeosporioides(ambos especies
fitopatdgenas) yAspergillus nidulansal APDT con cuatro FS fenotiazina [azul de metlen
(MB), nuevo azul de metileno N (NMBN) azul de talma O (TBO) fenotiazina y el nuevo
pentaciclico S137 (S137)] en combinacion con lya, ree investigaron. También se evalué la
susceptibilidad de los conidios d& acutatumy A. nidulansal APDT con psoraleno 8-
metoxipsoraleno (8-MOP), con dos cumarinas (7-metmwarina y 5,7-dimethoxycoumarin)
y una furanocumarina (isopimpinelina) en combinaaon la radiacion. Ambas cumarinas y
furocumarinas fueron extraidas en este presenbajtralima Tahiti (Citrus latifolia).Los
efectos de los tratamientos con los diferentes r3ag hojas de la naranja pef@itfus
sinensi¥ también fueron evaluados. EI NMBN y S137 fuermas fenotiazinicos més eficaces.
Los APDT como el NMBN (50 uM) y S137 (10 uM) y desie luz de 25 J chresultaron en

la reduccion de aproximadamente el 5 logs en laesolencia de los conidios de las tres
especies. EI APDT con el 8-MOP y con las cumariresiltaron en una reduccion de
aproximadamente 4 logs en la sobrevivencia dedo&los deC. acutatunmy A. nidulans La
APDT con la furanocumarina fue menos eficaz y téseth una reduccion en la sobrevivencia
de aproximadamente dos y tres logs faracutatumy A. nidulans respectivamente. Ningun
dafo en las hojas se observé cuando los FS semalich sobre la superficie adaxial de las
hojas. Los estudios histologicos mostraron queuringde los fenotiazinicos FS traspaso la
cuticula de las hojas.

Palabras-claves: Tratamiento fotodinamico antiféogi Colletotrichum acutatum
Colletotrichum gloeosporioide&spergillus nidulansFotobiologia de hongos
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Introducéo

1. Introducéo

O estudo da fotobiologia de fungos tem adquiridpadrtancia crescente nos ultimos
anos, tanto por fornecer contribuicdes relevansea p entendimento do efeito das radiagoes
visivel e UV nas células eucaridticas (BRAGA et 2006; SCHIAVE et al., 2009; RANGEL
et al., 2011), como pelo surgimento de novas areas aplicagcbes importantes, como é o
caso da inativagao fotodinamica (IF) de microrgais, que utiliza fotossensibilizadores
(FS) para o controle de fungos e bactérias (JOBRI62XU et al., 2009; SMIJS; PAVEL,
2011; St. DENIS et al., 2011; DAL, et al., 2012; BRIGUES et al., 2012). A aplicagao
intensiva de fungicidas é o método mais utilizadmm controle de antracnose e da podridao
floral dos citrus (PFC), que sdo doencas causamtasspécies d€olletotrichum Apesar da
aplicacdo intensiva de fungicidas, nem sempre telm gossivel evitar a ocorréncia de
epidemias causadas pelos fungos, devido, princgrabna emergéncia de isolados tolerantes
aos fungicidas disponiveis e a aplicagdo inadeqdaggrodutos (FERNANDES; SANTOS,;
RIBEIRO, 2002; AZEVEDO et al., 2006). Adicionalmenb uso intensivo e/ou inapropriado
dos fungicidas quimicos tem provocado a intoxicatg&tiomens e animais e a contaminacao
de alimentos e do ambiente (GHINI; KIMATI, 2000)e$$e cenario, o desenvolvimento de
novas estratégias para o controle de fungos fibg@aicos € extremamente desejavel. A
identificacdo e o desenvolvimento de FS com poténgara serem empregados como
antimicrobianos terdo aplicacbes importantes e osefé extrema utilidade para o
desenvolvimento de novos fungicidas com mecanismoagho diferente dos fungicidas
atualmente utilizados e para os quais a selecamiderganismos tolerantes seja menos

provavel.
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1.1. Sistemas Biologicos

Aspergillus nidulans. Algumas espécies do génewdspergillus sdo patégenos
oportunistas de humanos. Embéafumigatusseja o principal agente etiologico de doencas,
outras espécies do género, cofoflavus A. terreus A. nigere A. nidulans também sao
responsaveis por micoses invasivas, muitas vetas,fam individuos imunocomprometidos
(VALK et al. 2008). Em conjunto, as espécies doegémspergillussédo responsaveis por
grande parte das micoses invasivas causadas gusfumceliais em humanos (ENOCH et al.
2006). O sequenciamento do genomadaidulanse a disponibilizagéo de ferramentas para
estudos de suas genOGmica e proteOmica aumentaram animportancia da utilizacao da
espécie em programas para o desenvolvimento desrfongicidas e de novas estratégias
para o controle de fungos filamentosos (GALAGANet2005; NIERMAN et al., 2005).

A. nidulansreproduz-se tanto sexuadamente, por meio da piiodde ascosporos,
como assexuadamente, por meio da producdo de esnidliém de importantes para a
reproducdo, os conidios também estdo envolvidodispgersao e persisténcia ambiental de
diversas espécies de fungos filamentosos. Em megpécies patogénicas, 0s conidios séo
também as estruturas responsaveis pela infeccabodpedeiro (BRAGA et al., 2006;
NASCIMENTO et al., 2010; BARROS et al.,, 2010). Aspécies do génerdspergillus
apresentam ampla distribuicdo geografica e podenssldas de uma grande variedade de
substratos, como solo e matéria organica em decsigfimo A facilidade de dispersdo e o
pequeno tamanho dos conidios fazem com que perarargspensos No ar por muito tempo,
0 que torna a sua inalacdo bastante comum. A #@laips conidios déspergillus
normalmente ndo produz manifestacdes clinicas iap@s, mas, eventualmente, pode
causar alergias, traqueobronquite, aspergilomapergitose invasiva, tanto em individuos

imunocompetentes, como em imunocomprometidos (AKTASIT, 2009).
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Colletotrichum spp. Colletotrichumé um género de fungos ascomicetos (teleomorfo:
Glomerelld que contém espécies que estdo entre as mais lmdidas entre os fungos
fitopatogénicos, causando perdas econdmicas immpestaem regides agricolas tropicais,
subtropicais e temperadas (WHARTON, DIEGUEZ-URIBHBIN 2004). As espécies de
Colletotrichumapresentam uma ampla distribuicdo geografica eesiemamente diversas,
incluindo espécies saprofiticas e fitopatogéni@&t\(A et al., 2006). Dentre as principais
espécies fitopatogénicas do género, destacanCsdletotrichum acutatum e C.
gloeosporioides que ocorrem em diversas espécies de hospedeiabgindo-se culturas
agricolas de grande importancia econdmica (citmigrango, manga, péssego, goiaba),
plantas medicinais e arbustos e arvores silves®sesfungos podem causar podriddes de
caules e frutos, seca de ponteiros, manchas feliarkeccdes latentes e antracnose (doenca
que é caracterizada por lesdes necréticas profunelaglelimitadas nos tecidos)
(DOMINGUES, 2001).

Os fungos formam colbnias variaveis, de coloragamdn-gelo C. gloeosporioides
ou alaranjadaQ. acutatum e micélios aéreos, geralmente uniformes, de apar@veludada
(ALMEIDA, COELHO, 2007). A reproducdo assexuada dasgos C. acutatum e C.
gloeosporioidesocorre por meio da producdo de conidios hialinomieelulares. Durante a
producdo dos conidios ocorre, simultaneamentep@upéo de uma matriz gelatinosa que os
envolve, constituida predominantemente por pol&sdeos e proteinas sollveis em agua.
Diversos estudos tém mostrado que a matriz prodymd diversas espécies de fitopatdgenos
esta envolvida na toleréncia dos conidios a radiagdar, a variacbes de temperatura e a
dissecacdo (MENEZES, 2006). Mondal e Parbery (268%)rtaram que a matriz protege os
conidios deC. musaedurante exposicfes a temperaturas extremas e iacdadUVB.
Metabdlitos secundarios presentes na matriz, cogloesmsporone, inibem a germinacédo dos

conidios deC. gloeosporioide§GARCIA-PAJON, COLLADO, 2003). A dispersdo dos
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conidios ocorre pela agua da chuva ou de irrigégée solubiliza a matriz, separando os
conidios em respingos), insetos, vento, utensidgsicolas e manuseio das culturas.
(WHARTON; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2004; PANDEY; ARORA; DBEY,1997). O
estagio sexual d€. acutatumnunca foi encontrado na natureza (WHARTON; DIEGUEZ
URIBEONDO, 2004).

Os prejuizos causados pelo gén€ailetotrichum em especial em paises tropicais,
resultam tanto da reducdo direta da qualidade glantidade dos produtos, como do
aumento dos custos de producgdo e das perdas raplpé#ta, por infec¢des latentes que néo
foram detectadas durante o cultivo. A perda no qufiseita chega a ordem de 30% dos
produtos comercializados (ALMEIDA, 2002; SILVA dt,2006).

A antracnose causada por espécie€dkietotrichumé a principal doenca de frutos
em poas-colheita, sendo considerada uma doencadadal importdncia econdmica no Brasil
(SERRA; COELHO; MENEZES, 2008). O sintoma tipico di@enca é caracterizado por
lesbes arredondadas, grandes, necréticas, comtw aws tecidos deprimidos, onde sao
produzidas massas de conidios de coloragéo aldeafjambém pode ocorrer uma podridao-
mole nos frutos, prejudicando a sua comercializagdespécie comumente relacionada a
doenca éC. gloeosporioidesLIMA FILHO; OLIVEIRA; MENEZES, 2003). Além da
antracnose, espécies @elletotrichumcausam a podridao floral dos citrus (PFC), quk, so
determinadas condi¢cdes ambientais (periodos deashou com alta umidade > 90%),
constitui um fator limitante a producdo em variesad citricolas. A PFC caracteriza-se pela
presenca de lesbes de coloracdo laranja-amarromzadpétalas das flores abertas. Apos a
infeccdo das flores, os frutos recém-formados cakmespécie comumente relacionada a
doenca é &. acutatum(AGOSTINI et al., 1992; TIMMER et al., 1994). O l&uo Siciliano
(Citrus limom) e a lima acida TahitiQjtrus aurantifolig sdo as variedades mais suscetiveis a

PFC, seguidas das laranjas doces (LARANJEIRA et2805). Entre as laranjas doces, as
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variedades tardias e as variedades que apresedians surtos de florescimento, como a
laranja PeraGitrus sinensi sdo mais sujeitas ao ataque do fungo (SPOSIED, &006).

A aplicacdo intensiva de fungicidas é o método nudilizado para o controle da
antracnose e da PFC no Brasil. Os fungicidas ragis$ incluem produtos pertencentes aos
grupos quimicos benzimidazois (carbendazim e taitametilico), triazéis (difenoconazole e
tebuconazole), dicarboximida e misturas formuladgsstrobilurinas + triazol,
oxazolidinadiona + ditiocarbamato) (BRASIL, 201Bpesar da aplicagao intensiva de
fungicidas, nem sempre é possivel evitar a ocoaérmie epidemias causadas por
Colletotrichumdevido a emergéncia de isolados tolerantes aosipidos ativos utilizados
(FERNANDES; SANTOS; RIBEIRO, 2002; AZEVEDO et &006).

A citricultura constitui um importante segmento estrutura sécioeconémica do
Brasil, que, nas ultimas décadas, assumiu a ligaramundial de producdo de laranjas. A
producao na safra de 2010 foi aproximadamenterhftibes de toneladas, e o estado de S&o
Paulo foi responsavel por aproximadamente 14,8 Gedhde toneladas (IBGE, 2011).
Segundo Neves e colaboradores (2010), além do suaps frutosin natura sao
comercializados subprodutos da laranja obtidosnteira processo de industrializagéo, como
farelo, 6leos essenciais e liquidos aromaticose€gsodutos sdo usados como solventes
industriais, componentes aromaticos e para a oltede sabores artificiais, na industria
farmacéutica e alimenticia.

Nos ultimos anos, a citricultura mundial e a beasil de maneira particular, vem
enfrentando serissimos problemas fitossanitariog, ipcluem as doencas causadas por
espécies de€olletotrichum A importancia econémica da citricultura e asatifiades que
vém sendo observadas no controle de fitopatégemosos fungicidas disponiveis justificam
0s estudos para o desenvolvimento de novas esamfggra o controle de fungos, baseadas

em mecanismos de acao diferentes dos apresentadedyngicidas convencionais.
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1.2. Fotossensibilizadores

Embora o conceito de morte celular induzida pderagao entre a luz e substancias
guimicas seja conhecido ha mais de um século (ACKIREét al., 2001), o interesse por FS
tem aumentado nos ultimos anos, devido ao uso desge de substancias para o tratamento
de tumores malignos e para o controle de microsgaws em diversos sistemas biologicos
(VENEZIO et al., 1985; ZEINA et al., 2001; BLISS at, 2004; TEGOS et al., 2005; DAI et
al., 2009; HUANG et al., 2010; RODRIGUES et al.12

FS sdo compostos atdxicos ou pouco téxicos, irmtwvo seu estado fundamental, que
absorvem luz, preferencialmente, na regido da c¢adiavisivel (DOUGHERTY, 1993).
Quando o FS é exposto a luz, com comprimentos d& apropriados, sua molécula é
excitada, o que leva a uma série de transferénotdsculares de energia que normalmente
induzem a producédo de oxigénio singleto, que é&pxmente reativo e citotdxico (SOUKOS
et al.,, 1998, JUZENAS, MOAN, 2006). Propriedadesicéi-quimicas dos FS, como carga,
lipo e hidrossolubilidade sdo muito importantesapar eficacia da fotossensibilizagédo
(FUCHS et al., 2007). A especificidade pela céhlla, o curto intervalo de tempo entre a
aplicacdo do FS e a sua maxima captacéo pelassélivio, a rapida eliminacdo do FS pelas
células ndo-alvo, a ativagdo num comprimento dea@uwhsiderado 6timo para a absor¢céo
celular e a alta capacidade de producdo de oxigéngleto sdo as caracteristicas que se
desejam no FS ideal (HENDERSON; DOUGHERTY, 1992).

Os FS fenotiazinicos possuem estruturas triciclgagples e planas, normalmente
catidnicas, como mostra a Figura 1. Dentre os i@rioicos utilizados para a IF de fungos
estdo o azul de metileno (MB), azul de toluidinBQl) e o novo azul de metileno (NMBN) e
derivado ndo comercial do MB 1,11-Diethyl-2,2,4081D-hexamethyl-1,2,3,4,8,9,10,11-
octahydrodipyrido [3,2-b:2’,3’-i] phenothiaziniunytirogensulphate (S137) (GONZALES et

al., 2010). Sdo moléculas que tém uma boa efi@énai producdo de espécies reativas de
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oxigénio e tém absorcdo maxima entre 6. 660 nm (DONNELLY; McCARRON
TUNNEY, 2008).

O MB e o TBO tém sido utilizados com sucesso ntamnanto de micoses ore
causadas poCandida albican (WAINWRIGHT, 1996; WAINWRIGHT, 1998; VILSON;
MIA, 1993; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005b; DONNELLY et al, 2007; PRATES et al
2011b; DAI; et al., 201Re na inativacéo de conidios de fungos filamestdE€®ONZALES e!

al., 2010).

A N
/@ \D\ B / : : : N\QCHS
H,C + CH;
~ / HsC =
T ) T | \T +S "

CH; CH, CH,

Figura 1 — Estrutura quimica dos FS fenotiazinicos (A) azulndetilero e (B) azul de
toluidina

Diversos géneros de plantas, incluincCitrus, produzem FS, como
furanocumarinas (psoralenos), que podem causaddotatite (BINNS et al., 200
WAINWRIGHT, 1998). O primeiro composto da classe damarinas foi isolado pVogel,
em 1820, de vegetais da espéCoumarona odoratdRIBEIRO; KAPLAN, 2002. Diversos
derivados de cumarinas tém sido sintetizados esept@m aplicacdes biotecnologi
variadas (VIJILA et al., 2001; GA; LI; YANG, 2000). O isolamento eidentificacdo desses
compostos, como as furanocumarinas, representadosmaiores avangos na area da tet
fotodinamica (WAINWRIGHT, 1998). Os derivados fuognmarinicos, como os psoralel
(Figura 2), estédo sendo utilizados no tratamentatdigo e psoriase e, mais recentemente

IF de microrganismo (HANAWA et al., 200



Introducéo

Figura 2 — Estrutura tipica de uma cumarina (A) e de um psom(furanocumarina) (E

1.3. Fotossensibilizacao
O processo de fotossensibilizacdo bese na combinacdo trés elementos: FS,

capaz de se acumular seletivamente ou ser preigiraeate metabolizado pelas céli-alvo;
luz com comprimentos de onda adequados, capazivde atFS, e oxigénio molecular.
ativacdo do FS na presenca do oxigénio leva a pamdie espécies ativas do oxigénio, co
0 anion superoxido e o oxigénio singleto, capazesmatar ou inativar as célu-alvo
(OLIVEIRA; MACHADO; PESSINE, 2005). Dependendo d& Htilizado, a ativagéo pot
ser obtida por meio de exposi¢des a luz brancaromética ou as radiagdes monocromat
(KOCHEVAR et al., 1996). Apos absorver um foton, a molécula do F&gpak estad
fundamental (§ para o estado excitado singletc;). O FS pode perder sua energia
excitacdo por varios processos radiativos (escéncia, fosforescéncia) ou ndo radiat
(interconversdo e cruzamento il-sistemas). Por meio do processo de cruzamentc-
sistemas, a molécula do FS pode passar do es; para o estado excitado tripleto,),
caracterizado pelo tempo de vimuito maior do que o estadq. 3 estado tripleto poc
reagir por meio de uma ou de duas vias, conhepiolattoprocessos do Tipo | e do Tipo
Ambos 0s processos requerem oxigénio para ocorrédefotoprocesso do Tipo | envol
reacbes de transfer@acde elétrons do estado tripleto do fotossengdilor, com
participacdo de um substrato, para produzir ragliGaicos que podem reagir com 0 oXxigé
produzindo espécies citotoxicas, como o superoxaddjdroxila e radicais derivados

lipidios. O fotoprocesso do Tipo Il envolve transferéncisedergia do estado tripleto do
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para 0 oxigénio molecular com nivel basal de eagmioduzindo o estado excitado oxigénio
singleto, que € capaz de oxidar diversas bioma&cuwdomo proteinas, acidos nucleicos e
lipidios, levando a citotoxicidade (HAMBLIN et al2002, DONNELLY; McCARRON;
TUNNEY, 2008).

Para que um FS possa ser utilizado com sucessonetieterminado sistema biolégico
(por exemplo, para inativar estruturas fungicasime determinada espécie), € essencial que
sejam determinados parametros funcionais comaafigentracao do fotossensibilizador; (2)
duracdo do periodo de incubacao do fotossensithlizeom as células, antes da exposicéo a
luz; (3) intensidade e espectro da radiacdo utiizdurante a fotossensibilizacédo e (4)
duracdo do periodo de exposicdo. A determinacagai@snetros funcionais mais adequados
para serem utilizados durante a inativacado fotedicd de fungos de interesse fornece
subsidios importantes para o desenvolvimento daicgce de novas estratégias para o

controle desses microrganismos.

1.4. Inativagéo fotodinamica de fungos

O uso de FS para a eliminacdo de microrganismoscea® a quimioterapia
antimicrobiana baseada na utilizacdo de antibistid® primeira demonstracdo da IF de
células microbianas foi descrita em 1900, por OR@ab, que observou que corantes, como a
acridina e a eosina, inativavam rapidamente parasméa presenca de luz (HOCKBERGER,
2002; MAISCH et al., 2004). A IF de microrganisntmsseia-se no principio de que, se um
microrganismo demonstra seletividade por um detexdu corante, que também € FS, deve
ser possivel destrui-lo, expondo-o a luz apésiaagalo do corante. (WAINWRIGHT, 2000).

A IF de fungos requer a aplicacdo de um FS quaae&lsuperficie celular ou que se
acumula no interior das células do fungo-alvo (G@NES et al., 2010). O uso da IF para

matar estruturas fungicas, como conidios, ascésperanicélio e para o tratamento de
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micoses é uma aplicacdo recente e promissora dadé(SMIJS; SCHITMAKER, 2003;
SMIJS et al., 2004; SMIJS et al., 2007; SMIJS gt24108; SMIJS et al., 2009; GONZALES
et al., 2010; SMIJS; PAVEL, 2011).

As caracteristicas fisico-quimicas da superfide parede dos conidios (por exemplo,
composicao quimica, carga e hidrofobicidade) diferauito das caracteristicas de células
vegetativas de leveduras e de hifas de fungos dif@msos. A parede celular dos conidios de
muitas espécies de fungos, cofomidulans € extremamente hidrofébica e possui superficie
com cargas negativas (BOUCIAS; PENDLAND; LATGE, 89&IRARDIN et al., 1999;
SHAH et al., 2007). A superficie externa dos cadd formada por uma camada organizada
composta por hidrofobinas. As hidrofobinas fazemmtepale uma familia de pequenas
proteinas anfifilicas com porc¢des hidrofilicas ecpes hidrofobicas (GIRARDIN et al., 1999;
PARIS et al., 2003). Outras moléculas, como acgoalgidios, fazem parte da superficie de
conidios, ascosporos e hifas e desempenham papeltante na determinacdo de suas
caracteristicas fisico-quimicas (BOUCIAS; PENDLANDATGE, 1988; GIRARDIN et al.,
1999). Tanto a composi¢cao quimica como a organizdgdparede celular varia muito entre
espécies e entre os diferentes estagios de deseneoto dos fungos (BOUCIAS;
PENDLAND; LATGE, 1988;. SHAH et al., 2007; DAGUE &, 2008).

Embora diversos aspectos dos mecanismos molecdanestivacéo fotodinamica de
fungos responséaveis pelos efeitos bioldégicos coatin desconhecidos, diversos trabalhos
foram feitos para entender como diferentes FSdgan com a célula fungica, tanto antes,
como durante a fotossensibilizacdo. Também foranduzidos estudos para identificar as
moléculas e estruturas celulares danificadas deiranprocesso. As caracteristicas fisico-
quimicas da superficie celular influenciam na setEide e eficacia de varios FS
(USACHEVA et al., 2001; USACHEVA et al., 2003; FUSHet al., 2007; USACHEVA et

al., 2008). A membrana plamatica e a parede ce$ilarcarregadas negativamente, o que
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favorece a ligagdo de FS cationicos, como MB, TB@iversos outros derivados. O TBO
liga-se instantaneamente a polifosfatos localizadassuperficie externa da membrana
plasmatica da levedut@accharomyces fragili€TIJSSEN et al., 1981). Ito (1977) verificou
gue o TBO néo penetra na célulaSlecerevisiae atribuiu toda a atividade fotodindmica do
FS a sua acao iniciada no meio extracelular. Dararfbtossensibilizacdo de conidiosAle
nidulans FS como MB e TBO néo se ligam a superficie e pemetram na célula. Nesses
casos, a inativagdo dos conidios é decorrenteatlugiio de espécies reativas de oxigénio no
meio extracelular e é inibida quando as célulaslaZadas antes de serem expostas a luz
(GONZALES et al., 2010). Alguns FS ligam-se a stiper externa da célula, mas néo
penetram no seu interior, a menos que a paredlcsija danificada, o que pode ocorrer ao
longo da fotossensibilizagdo (JORI, 2006). Smijale2008) relataram severas deformidades
e ruptura da parede celular, tanto em microconidm®o de micélio apods fotossensibilizacdo
com o FS catibnico Sylsens B. O efeito foi obseovapds a ligagdo da porfirina catidnica as
cargas negativas da superficie externa das padedamidios e hifas.

Existem casos em que o FS penetra na célula mé&grabiQuando isso ocorre, ele
pode associar-se fortemente as estruturas subeslulaque serdo danificadas
preferencialmente durante a fotossensibilizacdqamle ser eliminado pela célula por meio
de mecanismos ativos de transporte. A eliminac&obpmbas de efluxo, entretanto, esta
limitada a células metabolicamente ativas, develeddmportancia limitada, se tiver, em
células dormentes, como esporos de bactérias digsnie fungos filamentosos. Tegos et al.
(2008) demonstraram que inibidores de bombas dexcefllumentam a eficacia da
fotossensibilizacdo com fenotiazinicos.

As informacdes atualmente disponiveis sobre avagio fotodinamica de fungos

filamentosos sdo muito limitadas. A extensdo dasdes para novas espécies de fungos,
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como as fitopatogénicas, e a identificacdo de FSppssam ser utilizados como fungicidas

sdo importantes para o desenvolvimento da técnica.

1.5. Efeito da radiacdo UV em conidios de fungos

Caso a IF venha a ser utilizada, em condicbes depaapara o controle de
fitopatdégenos, a ativacdo do FS dar-se-a pelagaaliaolar. O espectro solar que atinge a
superficie do planeta engloba as fragbes UVB (Z8D+8n), UVA (320-400 nm) e radiacdo
visivel (400-700 nm). Independentemente da eficdaidF ou do FS utilizado, os efeitos
deletérios da radiacdo UV sobre os microrganisnsiar@ sobrepostos aos efeitos do
tratamento fotodinamico. Desta forma, mesmo sobrapectiva da inativacao fotodinamica,
é interessante a determinacdo dos efeitos deletdai® fracdo UVA e UVB da radiacdo solar
nos conidios das espécies estudadas.

As diferentes fracbes espectrais da radiacdo sgeesentam diversos efeitos nas
diferentes fases do desenvolvimento e nas difeseastruturas dos fungos filamentosos
(BRAGA et al., 2001a). Exposicdes a intensidadederarlas de radiagdo visivel durante o
desenvolvimento podem induzir a producéo de fotepwoes, aumentar a producao de
conidios e aumentar a tolerancia dos conidios pidds & ao calor e a radiacdo UV
(KIHARA et al., 2004; OREN; GUNDE-CIMERMAN, 2007; AGEL et al., 2011). Esses
efeitos de exposi¢cdes a luz visivel variam muitoeeas diferentes espécies de fungos.

Dados a respeito dos efeitos da radiacdo UV emdimnide espécies do género
Colletotrichumsao muito limitados. Entretanto, estd bem estaluelepara outras espécies de
fungos, que a radiacéo solar é um dos princip&isea responsavel pelo controle do tamanho
e da dispersado de populacdes naturais de fungosfefdss deletérios da fracdo UVA e UVB
da radiacdo solar sobre fungos, particularmenteesob conidios, séo relativamente bem

conhecidos (BRAGA et al., 2001b; BRAGA et al.,, 200ASCIMENTO et al., 2010;
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RANGEL et al., 2011). Exposic¢des diretas, por psumaras, a intensidades de radiacdo UV
encontradas no meio ambiente podem matar os cendidianaioria das espécies estudadas.
Os conidios sdo mortos tanto pela radiagdo UVA cpsia radiagdo UVB (BRAGA et al.,
2001c). Além de matar os conidios, exposi¢cdes asdagbletais de radiacdo podem provocar
diversos efeitos adversos, incluindo a reducdo edocwdade de germinacdo e de
desenvolvimento do micélio. Também ocorre a dingi@oi da capacidade infectiva dos
conidios e reducao da viruléncia em espécies paitage (BRAGA et al., 2001b). Como a
radiacdo UV limita o tamanho das populacdes e pedo de populagbes de importantes
espécies de fungos fitopatogénicos, seus efeitosinsfortantes, tanto do ponto de vista
ecoldgico, como do ponto de vista fitossanitariBRRELL et al., 1998; WILLOCQUET et

al., 1996; PAUL et al., 1997).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Avaliar os efeitos do tratamento fotodinamico co8 fénotiazinicos, cumarinicos e
furanocumarinicos em conidios dos fun@msletotrichumacutatum C. gloeosporioideg A.

nidulanse iniciar estudos de fotobiologia cdin acutatum

2.2. Objetivos especificos

Determinar a influéncia de parametros como: (19 tp FS, (2) concentracdo do FS,
(3) tipo da fonte de luz e (4) dose de luz na eifac@a inativacdo fotodinamica dos

conidios.

- Desenvolver um processo piloto para extrair FS dopag das cumarinas e

furanocumarinas de residuos do processamento rradwt limao Tahiti.

- Avaliar a eficacia do TF com os FS fenotiaziniamgnarinicos e furanocumarinicos

para matar os conidios das diferentes espécies.

- Estudar as interagfes entre os diferentes FS eridias das diferentes espécies e

determinar a localizacao intracelular dos FS.

- Avaliar o efeito de exposi¢cdes a radiacdo UVB nbresdvéncia dos conidios de

diferentes linhagens d&. acutatum
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- Avaliar o efeito da exposicdo a luz visivel durante desenvolvimento de
Colletotrichumacutatumna producéo de conidios, na producédo de mucilagera

tolerancia a radiacdo UVB dos conidios produzidos.
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3. Materiais e Métodos
| - Inativacao fotodinamica de conidios
3.1. Espécies utilizadas e condi¢bes de crescimento

Os experimentos foram realizados com as linhagehs1209 de Colletotrichum
acutatum CG 1 deC. gloeosporioideg ATCC 10074 déspergillus nidulansAs linhagens
de Colletotrichumforam gentilmenteedidas pelo Prof. Dr. Nelson Sidnei Massola Juywior
Departamento de Fitopatologia e Nematologia da IBsSaperior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”. A linhagem dé\. nidulansfoi adquirida da “American Type Culture Collection
(ATCC) (Manassas, VA, EUA). Todas as espécies fargacidas em meio “Potato Dextrose
Agar” (PDA) (Difco BD, EUA), acrescido de extrate tevedura 1 g & (PDAY) (Difco BD,
EUA) a 28°C, por 5 dias, em fotoperiodo de 12 ar¢cl escuro). A iluminacao foi fornecida
por duas lampadas fluorescentes Daylight Plus F38BYT8 (Sylvania, Germany). Apos o
crescimento, os conidios foram cuidadosamente rgilm®\e suspensos em solucédo 0,01%
(v/v) de Tween 80 e a concentragcdo da suspensaadeterminada por contagens em

hematimetro.

3.2. Fotossensibilizadores

Os experimentos foram realizados com os FS fegiot@s, comerciais (1) azul de
metileno (methylene blue, MB) (€H1sCIN3S) (Sigma-Aldrich, Inc., MO, EUA); (2) novo
azul de metileno N (new methylene blue N zinc adouble salt, NMBN) ({H22CIN3S)
(Sigma, EUA); (3) azul de toluidina O (toluidinaubl O, TBO) (GsH16N3SCl) (Sigma, EUA);
(4) o novo derivado, ndo comercial, do MB 1,11{ue®,2,4,8,10,10-hexamethyl-
1,2,3,4,8,9,10,11-octahydrodipyrido [3,2-b:2’,3’plhenothiazinium hydrogensulphate (S137)
(CogH3904N3S,); € (5) psoraleno comercial 8-metoxipsoraleno @hoxypsoralen, 8-MOP)

(C12HsOs) (Sigma, EUA). Também foram utilizadas duas fragéetraidas da agua da saida
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da concentradorajue € um residuo industrial do processamento daolifrahiti. Os dadc
espectroscopicos sugeriram que a fracdo 1 (F1) réstindda pelos compostos-
metoxicumarina (gHsOs3) e 5,-dimetoxicumarina (&H1004), ha proporcéo de 3:1, e qu
fracdo 2 (F2) e anstituida pela furanocumarina isopimpinelingsH;00s). O FS S137 foi
sintetizado e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. IMafainwright, da Liverpool John Moor:
University, UK. O isolamento das duas fracOes deatificacdo dos seus constituintes fol
feitos durante o presente trabalho. As formulasutestis de todas as moléculas
mostradas nas Figuras 3 e 4. Os espectros de abstos FS sdo mostrados nas Figura:
6.

Foram preparadas solug-estoque de MB, NMBN, TBO e S137 em sa
tamponad com tampao fosfato (phosphate buffered salin&)P#H 7,4, com concentrace
dez vezes maiores (2000 uM) do que a maior coraxgiur utilizada. As solucdes for:
aliguotadas e mantidas no escur-18°C, por até duas semanas. As solucbe«-MOP e as
solugbes das fracbes 1 e 2 foram preparadas nesediaque 0s experimentos for

realizados.

| |
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Figura 3 — Estrutura quinca dos FS fenotiazinicos uza no estudo
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Figura 4 — Estrutura quimica dos FS furanocumarinicos e cumcad (A) ¢-MOP, (B1) 7-
metoxicumarin, (B2) 5, dimetoxicumarina e (C) isopimpineli
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Figura 5 —Espectro de absorcdo no visivel dos FS fenotiazsritB, TBO, NMBN e S137
Os espectros foram obtidoa concentracdo 10 uM
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Figura 6 —Espectro de absor¢éo no ultravioleta -MOP, da fracdo 1 -metoxicumarina e
5,7dimetoxicumarina) e da fracdo 2 (isopimpinelina)s @spectros foram obtidos
concentragéo 10 pM (BIOP e isopimpinelina) e 1,25 m¢* (fracdo 1

3.3. Fontes artificiais de lu

Para a excitacao dos FS fenotiazinicos, foranzatibs duas fontes de luz, um arre
de 96 “lightemitting diodes” (LED) brancos, com espectro dessaw entre 400 e 700, t
arranjo de 600 LED, (denominado L600), com pico de emissdo em 634 nm e irradiare
9,2 mW cnt (De PAULA et al., 2010). Para a excitacdo -MOP, foram utilizadas duz
lampadas fluorescentes F20T12/BL (Philips, Eindhp¥éolanda), com pico de emissao
369 nm e irradiancia de 1,0¢ mW cm?. As lampadas foram montadas no interior de
camara com temperatura controlada (28°C) e cirdolagterna de ar (Nova Etica, SP, Bra:
No caso das exposi¢cOes a radiacdo UVA, as amofrasy cobertas com um filme
diacetato de celulose ©p0,13 mm de espessura (JVC Industries, Le Mir@da,EUA), que
blogueia radiacdes com comprimentos de onda memue90 nm. Todas as irradianc
foram medidas com um espectroradiobmetro USB 4000ed@® Optics, FL, EUA). C

espectros de emissao dastes de luz utilizadas sdo mostrados na Figt
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Figura 7 — Emissdo espectral do (A) LED brancos, (B) LED60{Ce das lampadas
fluorescentes UVA

3.4. Determinagéo do potencial zeta dos conid

A determinacdo do potencial zeta foi realizada emidios das duas espécies
Colletotrichume em conidios dA. nidulans,utilizandose o0 equipamento Zetasizer N
ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido). Os corddimram suspensos em uma misturs

Tween 80 (0,01 % v/v) e PBS, pH 7,4, na concentr&x 10° células mr.

3.5. Avaliacdo da eficacia do tratamento fotodinAreb dos conidios com os F
fenotiazinicospela da concentracéo fungicida minima (CFV

Em microplacas de 96 pocos (TPP, Suiforam colocados 50 puL da suspensac
células e 50 pL dos FS em diferentes concentragdesncentracao final de células foi ¢

10* células mL*. As concentracdes finais dos FS, diluidos em PBS misturas foram 1; 2,
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5; 10; 12,5; 25; 50; 75; 100 e 200 uM para o MB,BiWe TBO e 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 12,5; 25;
30; 40, 50 e 75 uM para o S137, respectivamentenidsoplacas foram mantidas no escuro
por 30 min (periodo de pré-incubacéo) e, a sefmiam expostas a luz. As fontes de luz
utilizadas foram o LED600 e o arranjo de LED brand@ara o LED600, as doses finais
foram 5, 10, 15, 20, 25 e 30 J énfobtidas com 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos de
exposicao, respectrivamente) e, para o conjuntdsiebrancos, as doses finais foram 5 e 10
J cm? (obtidas com 30 e 60 mininutos de exposicdo, rtispenente). Microplacas-controle,
que ficaram protegidas da luz durante as exposigdeélulas expostas a luz na auséncia de
FS foram preparadas em paralelo para todos osneatas. Apos as exposicoes, 100 uL de
meio RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen Corporation, NElUJA), com o dobro da concentracéo
original, foram acrescentados aos pocos. As miaoagl foram incubadas no escuro, a 28°C,
por até 96 h. O crescimento foi avaliado apds 4B,e796 h. Os pocos, contendo as
concentracdes que inibiram completamente o cres¢indo fungo, foram agitados e 10 pL
foram transferidos para a superficie de meio PDAM, placas de Petri. As placas foram
incubadas a 28°C e o desenvolvimento foi avaliado gté 96 h, quando a CFM foi

determinada.

3.6. Avaliacdo da eficacia do tratamento fotodindneb dos conidios com o FS 8-
metoxipsoralenopela concentragdo fungicida minima (CFM)

Em microplacas de 96 pocos (TPP, Suica), foramcadbs 50 pL da suspensédo de
células e 50 pL dos FS em diferentes concentraédesncentragdo final de células foi 4 x
10* células mL*. As concentracées finais do 8-MOP nas misturanid5; 50; 75; 100 e 200
HM. A diluicdo do FS foi feita como descrito no fomnlo M38-A do CLSI (2002) para o
preparo de compostos insolaveis em agua. As macapl foram mantidas no escuro por 30

min (periodo de pré-incubacao) e, a seguir, forapostas as doses de 7,2, 9,9 e 11,83 cm
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(2, 2,5 e 3 h de exposicao, respectivamente). Miaoas controle ficaram protegidas da luz
durante as exposicdes e células expostas a luaisén@a de FS foram preparadas em
paralelo para todos os tratamentos. Apos as exjEssi¢00 pL de meio RPMI 1640 (Gibco,
Invitrogen Corporation, NY, EUA), com o dobro dancentracdo original, foram
acrescentados aos poc¢os. As microplacas foramadestno escuro, a 28°C, por até 96 h. O
crescimento foi avaliado apos 48, 72 e 96 h. Ogocontendo as concentracdes que
inibiram completamente o crescimento do fungo,rfoegyitados e 50 pL foram transferidos e
espalhados na superficie de meio PDAY, em placaBetie. As placas foram incubadas a

28°C e o desenvolvimento foi avaliado por até 9§uando a CFM foi determinada.

3.7. Avaliacdo da eficacia do tratamento fotodindmnob dos conidios pela fracdo de
sobreviventes
3.7.1. Fenotiazinicos

Em microtubos de 1,5 mL (polipropileno, Axygen $digc, CA, EUA), foram
adicionados 50QuL de suspensdo de conidios e 500 pL dos FS NMBNLZ7.SAs
concentracdes finais nas misturas foram 2 %cbhidios mr* e 50 pM (NMBN) e 10 pM
(S137) dos FS. Os microtubos foram mantidos norespor 30 min (pré-incubacgéao).
Posteriormente, as células foram divididas em doigpos. As células do grupo 1 foram
lavadas com Tween 80 (0,01% v/v) para a retirad&S®lméao ligado e as células do grupo 2
nao foram lavadas. Para a lavagem, os conidiomfoemtrifugados 3 vezes a 50§@or 5
min em Tween 80 (0,01% v/v). Em seguida, 200 plcalda suspensao foram colocados em
placas de 96 pocos (poliestireno, TPP, Suica) @agss foram expostas a luz emitida pelo
LED600 (doses de 15, 20 e 25 JYmApods as exposicdes, as suspensdes foram agitadas
diluidas (10* a 10% e 50 pL de cada diluicdo foram espalhados narficieede 5 mL de

PDAY, suplementado com 0,8 g'lde &cido deoxicélico (sal sédico) (Fluka, Italiam
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placas de Petri (60 x 15 mm). O acido deoxicdlitiizado nessa concentracdo reduz o
crescimento das col6nias, tornando-as mais congactaque permite acompanhar o
desenvolvimento dos fungos por um periodo maidiedgo. Foram preparadas trés placas-
réplica por tratamento. As placas foram incubad&8%C, no escuro, e a contagem das
coldnias foi iniciada apds 24 h, com auxilio deegimicroscopio (com ampliacédo de 8 x), e
estendidas até 7 dias. Controles nos quais asasédlurlam expostas apenas a luz, na auséncia
do FS, e controles nos quais as células foramdaataom o FS, mas nao foram expostas a
luz, foram preparados em paralelo para todos dsntentos. O efeito das diferentes
concentracdes do FS foi estimado pela determindgdfracdo de sobreviventes, que foi
calculada dividindo-se o numero de colonias de aaiodratamento, denominado (n), pelo
namero de coldnias do controle ndo tratado com R&reexposto a luz ¢h Os conidios que

nao originaram colbnias apds 7 dias foram congilbaranortos pelo tratamento.

3.7.2. Furanocumarinas e cumarinas

Em microplacas de 24 pocos (poliestireno, TPPgeuforam colocados 10QQ. de
suspensao de conidios e 1000 pL de solugdo dda FEMOP, (2) fracdo 1 (F1) e (3) fracéo
2 (F2). A concentracdo final de conidio nas mistufai 2 x 16 conidios mL'. As
concentracdes finais dos FS foram 50 pM do 8-MOPRlaeisopimpinelina (F2) (as
concentracdes em g'Ldo MOP e da isopimpinelina foram 10,8 mg & 12,3 mg [,
respectivamente) e 25 pM (5,4 mg' e 6,15 mg L[}, respectivamente). Para a F1, as
concentracdes finais foram 12,5 mg & 6,25 mg [*. As microplacas foram mantidas no
escuro por 30 min (pré-incubacdo). A seguir, célit@am divididas em dois grupos. No
grupo 1, as células foram lavadas com Tween 8A%0 V) para a retirada do FS néo ligado
as células (apenas para a maior concentracdo ddilizZado). No grupo 2, as células nao

foram lavadas. Para a lavagem, os conidios forammifteyados 3 x a 5009, por 5 min, em
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Tween 80 (0,01% v/v). Em seguida, 2000 pL de cadsgpensdo foram colocados nas
microplacas e expostos a radiacao solar por 1.5 experimentos foram conduzidos entre
as 11 e as 13 h dos dias 3 e 17/04 de 2012, enr&iliereto, SP). As placas foram cobertas
com filtro de diacetato de celulose durante as gigpes. ApOs as exposicdes, as suspensdes
foram agitadas e diluidas (1@ 10* e 50 pL de cada diluicéo foram espalhados narficiee

de 5 mL de PDAY, suplementado com 0,8 g de acido deoxicélico (sal sédico) (Fluka,
Italia), em placas de Petri (60 x 15 mm). Foranparadas trés placas-réplica por tratamento.
As placas foram incubadas a 28°C, no escuro, @@@em das colonias foi iniciada apos 24
h, com auxilio de estereomicroscopio (com ampliagéo8 x), e estendidas até 7 dias.
Controles nos quais as células foram expostas ajgelua, na auséncia do FS, e controles nos
quais as células foram tratadas com o FS, masaondm fexpostas a luz, foram preparados em
paralelo para todos os tratamentos. O efeito dasedies concentracées do FS foi estimado
pela determinacdo da fracdo de sobreviventes. {@o alas exposicbes apenas a luz foi
estimado pela determinagéo da fracdo de sobreeseque foi calculada dividindo-se o
namero de colbnias de um dado tratamento pelo raigeicoldénias do controle ndo tratado
com FS e nem exposto a luz. O efeito dos TF fautatlo dividindo-se o nimero de coldnias
tratadas com o FS e expostas a luz pelo niumeroldeias das placas expostas apenas a luz.
Os conidios que nao originaram coldnias apés 7 ftiemn considerados mortos pelo

tratamento.

3.8. Determinacéo da localiza¢é@o subcelular dos F®s conidios deC. acutatum

A microscopia oOptica de campo claro foi utilizadagdeterminar a localizagdo dos
FS fenotiazinicos NMBN e S137 e do corante Sudah 3% m/v (Sigma, EUA), que possui
afinidade por lipidios. A microscopia de fluoresti@nfoi utilizada para determinar a

localizacdo do FS 8-MOP nos conidiosQleacutatum Também foram utilizados os corantes
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fluorescentes comerciais DAPI (Sigma, EUA) e 964 (Invitrogen, EUA), que coram
DNA e estruturas membranosas como o0s vacuolos.eatgpmente, para auxiliar a
localizac&o dos FS.

Nos experimentos com o 8-MOP, o DAPI e o4, foram colocados 500 pL de
suspensdo de conidios (2 ¥ tenidios mL*) e 500 pL de solucdo dos corantes (100 pM, 3,5
mM e 8 pM para 8-MOP, DAPI e FM-64, respectivamente) em microtubos de 1,5 mL. Os
tubos foram mantidos no escuro por 30 min e, aisegentrifugados (500@, 5 min). As
células foram lavadas trés vezes com PBS pararadi@ido excesso do FS e dos corantes. A
visualizacdo dos conidios foi feita com o microsocoge fluorescéncia Leica DM5000 B
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) e tsgede imersdo em oOleo (ampliacédo

de 1000x).

3.9. Efeito da aplicacédo dos FS na superficie ddtias adultas de mudas de laranja pera
(Citrussinensis)

Mudas com aproximadamente 1,5 m de altura foranuiadgs em um viveiro de
plantas na cidade de Ribeirdo Preto, SP. As pldatasn mantidas ao ar livre com regime
normal de luz. Para avaliar os efeitos da aplicai@® FS nas folhas da laranja, 5 puL de
solugdes dos FS MB, TBO, NMBN, S137 e 8-MOP, naeatracdo de 50 uM, e de solucdes
das fracBes isoladas da a4gua da saida da conaeatfad (12,5 g ') e F2 (50 uM)] foram
colocados na superficie superior (adaxial) dasafli®s experimentos foram conduzidos no
més de abril de 2012. As plantas foram avaliadadadnente, por até 3 semanas, apds o

tratamento com os FS.



26

Materiais e Métodos

3.9.1 Estudos histologicos de folhas de laranja merCitrus sinensis) apos tratamento
com os FS fenotiazicos

A microscopia Optica de campo claro foi utilizguaa verificar se ocorre a penetracao
dos FS fenotiazinicos MB, TBO, NMBN e S137, natdsl adultas de laranja pera. Foram
colocados 10 pL de solugéo dos FS (100 uM) na Bojeadaxial da folha. As folhas foram
mantidas sobre a bancada, a 24°C, por aproximadarhdrora, tempo suficiente secar os 10
puL do FS. A seguir, a folha foi cortada com o daxdle um micrétomo (Robhe, Rolemberg &
Bhering comércio e importacdo LTDA. Belo HorizonMG). A visualizacdo dos cortes
histolégicos da folha foi feita com o microscopieita DM5000 B (Leica Microsystems

GmbH, Wetzlar, Alemanha) e ampliacdo de 200x.

3.10. Extracdo de furanocumarinas e cumarinas de @bs essenciais, subprodutos e
residuos industriais do processamento do liméo Taih{Citrus latifolia)
3.10.1. Determinacdo da melhor fonte para extracate furanocumarinas e cumarinas

Os dleos (6leo da casca e a fase oleosa da egsé@wcisubprodutos (bagaco com
casca e bagacilho) e os residuos industriais (@iguaaida da concentradora e agua da
descarga da polidora) do processamento industdalirddo foram obtidos da empresa
Citrosuco (Grupo Fisher, Matdo, SP). O processaméotlimdo Tahiti ocorreu na safra de
2011. Para a extragdo de furanocumarinas e cursadive dois residuos aquosos (dgua da
saida da concentradora e agua da descarga darphlisd mL da amostra foram basificados
pela adicdo de solucdo de NaOH (Synth, Brasil) aMH 13. A seguir, a mistura foi
particionada trés vezes com 30 mL de acetato e (&cOEt) (Quemis - Hexis cientifica,
Brasil) em funil de separacéo. A fase organicalésprezada e a fase aquosa foi acidificada a
pH 1 pela adi¢do de solucao dgSi, (Synth, Brasil) 5 M e particionada trés vezes @

mL de AcOEt, em funil de separacéo. As fracoesrocgd foram reunidas e concentradas a
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vacuo. Para a extracdo de furanocumarinas e cuasadios dois produtos oleosos (6leo da
casca e fase oleosa da esséncia), foram dissolvidus dos 6leos em 30 mL de AcOEt. A
mistura foi transferida para funil de separacéaré@onada trés vezes com 30 mL de solugéo
hidroalcoodlica de KOH (Synth, Brasil) (70% de sédlagle KOH 5 M e 30% (v/v) de etanol)
(Quemis - Hexis cientifica, Brasil). A fase aqudsiaacidificada a pH 1 com $$0, 5 M e
particionada trés vezes com 30 mL de AcOEt. Asdacorganicas foram reunidas e
concentradas a vacuo. Para a extracdo de furandoasa& cumarinas dos dois produtos
sélidos, o bagaco com casca e o bagacilho forawssam estufa a 50°C, durante 24 h, e,
posteriormente, triturados em moinho de facas. Xpradamente 5 g foram suspensos em 50
mL de AcOEt. A suspensao foi filtrada em papel iteof (Qualit 80G) e o filtrado foi
transferido para funil de separacdo e particionads vezes com 30 mL de solucdo
hidroalcoodlica de KOH (Synth, Brasil). A fase aqadasi acidificada a pH 1 com )80, 5 M

e particionada trés vezes com 30 mL de AcOEt. AgGes organicas foram reunidas e
concentradas a vacuo. Para deteccdo das furananemae cumarinas presentes,
submeteram-se as amostras a cromatografia em catetgleda comparativa (CCDC) em
placas de aluminio com fase estacionaria de gj&ét&0 ks, 20 x 20 cm (Merck, Alemanha).
Para a eluicdo foi utilizada como fase modvel hek&OEt (Quemis - Hexis cientifica,
Brasil), na proporcdo de 7:3. A revelacdo das plamamatograficas foi realizada com
radiacdo ultravioleta a 254 nm e 366 nm. Em seguitlizou-se como revelador quimico
uma solucdo hidroalcodlica de KOH 1 M. Essas ag@éa iniciais foram importantes para
determinar quais produtos, subprodutos e residwogprdcessamento do limdo contem
furanocumarinas e/ou cumarinas. Foi observado qake® da casca e a agua da saida da
concentradora apresentaram, em CCDC, maior qudetidassas substancias. A agua da
saida da concentradora foi escolhida como fonta papbtencdo de furanocumarinas e/ou

cumarinas. Ao contrario do 6leo da casca, que pedsuvalor comercial por ser utilizado
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pelas industrias de cosméticos e alimenticia, a @igusaida da concentradora € um residuo

industrial sem nenhum valor comercial.

3.10.2. Extracdo de furanocumarinas e cumarinas diagua da saida da concentradora

2100 mL da agua da saida da concentradora foraificadss pela adicdo de solucao
de NaOH 5 M a pH 13. A seguir, a mistura foi patada trés vezes com 1300 mL de
AcOEt, em funil de separacao. A fase organica ésiptlezada e a fase aquosa foi acidificada
a pH 1 pela adicdo de solucédo dg5B, 5 M e particionada trés vezes com 1300 mL de
AcOEt, em funil de separacdo. As fracOes orgarfmasn reunidas e concentradas a vacuo.
Para a deteccao e separacao das furanocumarinasaéras, submeteram-se os produtos das
particbes a cromatografia em camada delgada cotiyaa(@ CDC), em placas de aluminio
com fase estacionaria de silica gel 66,20 x 20 cm (Merck, Alemanha). Para a eluicao,
utilizou-se como fase mével hexano/AcOEt (Quentitexis cientifica, Brasil) na proporcao
de 7:3. A revelagéo das placas foi realizada cafiagao ultravioleta a 254 nm e 366 nm e,
em seguida, utilizou-se como revelador quimico sotacao hidroalcodlica de KOH 1 M.

Para a separacao das furanocumarinas e cumariiiasyam-se 7,85 g do extrato da
agua de saida da concentradora e, como técnicaatgrafica, a cromatografia liquida
classica (CLC), sendo a fase estacionaria silida(@860 x 0,200 mm, 60 A, Merck,
Alemanha) e a fase mével hexano/AcOEt, em gradmmetcente de polaridade, como mostra
a Tabela 1. Ao final do processo, foi utilizado amel (Quemis - Hexis cientifica) para a

retirada dos residuos retidos na fase estacionaria.
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Tabela 1 - Fracbes da agua de saida da concentradora optidasromatografia liquida
classica (CLC)

Fracoes Proporcgéo da fase movel Volume Massa
1 100:0 1500 mL 0,06 g
2 95:5 1500 mL 0,059
3 90:10 1500 mL 0,02 g
4 85:15 1500 mL 0,399
5 85:15 1500 mL 0,01g
6 75:25 1500 mL 0,06 g
7 70:30 1500 mL 0,30g
8 65:35 1500 mL 0,099
9 0:100 4000 mL 1,209
10 Metanol 1000 mL 524¢
11 Metanol 1000 mL 0,08 g

Cada fracdo foi concentrada a vacuo e submetid€@GC em placas de aluminio,
com fase estacionaria de silica gel 66,B0 x 20 cm (Merck, Alemanha) e como fase mével
hexano/AcOEt (Quemis - Hexis cientifica, Brasilp proporcdo de 7:3. A revelacdo dos
cromatogramas foi feita com radiacdo ultraviolebd nm e 366 nm e, em seguida, utilizou-
se como revelador quimico uma solucdo hidroalcadle KOH 1 M. Nas fracdes 3 e 4 da
CLC, foram observadas fluorescéncias caractersstlesfuranocumarinas e cumarinas. Essas
fracOes foram submetidas a outros processos deagépa

A fracdo 3 da CLC foi submetida a cromatografia @mada delgada preparativa
(CCDP). Em duas placas preparativas de silica §ePBs; (Merck, Alemanha), foram
aplicados 10 mg da fracdo. Em seguida, as placasmfoolocadas em cuba de vidro saturada
com a fase mével hexano/acetona, na proporcao 2eApos a eluicdo, as placas foram

retiradas, secas a temperatura ambiente e obssrsabaadiacdo UV a 254 nm e 366 nm. As
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fracOes visiveis e bem definidas, quando observaol@®mprimento de onda curto (254 nm),
foram recolhidas, suspensas em AcOEt, filtradas sotventes foram evaporados a vacuo.
Foram obtidas duas fracbes (Tabela 2). Apenas;adra, por apresentar fluorescéncia tipica

de furanocumarinas, foi analisada por RMN.

Tabela 2 —Fracdes obtidas por cromatografia em camada delgesparativa (CCDP), a
partir da fragdo 3 da CLC

Fracoes Hexano/Acetona Peso
1 80:20 0,002 g
2 80:20 0,012 g

Outra fragdo da CLC estudada foi a fragdo 4, queubmetida a outra purificacao,
utilizando-se CLC. Foram utilizados 390 mg desssdo. Como fase estacionaria, foi
utilizada silica gel (060 x 0,200 mm, 60 A, Mercklemanha) e, como fase modvel,
hexano/AcOEt, com gradiente de polaridade 96:4arRoobtidas 3 fracOes (Tabela 3). As
duas fracdes majoritarias [fracdo 1 (F1) e frac8#62)] foram analisadas por RMN.

Tabela 3 —Fracfes obtidas por cromatografia liquida clasgiiaC), a partir da fracéo 4 da
CLC

Fracoes Hexano/Acetona Peso
1 96:4 0,13 g
2 96:4 0,12 g

3 96:4 0,03 g
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3.11. Elucidacéo das estruturas das substancias eitlas

A estrutura quimica da furanocumarina e das cumasnnajoritarias foram propostas
por meio de analises com as seguintes técnicastespmpicas: ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMRH, 300 MHz, 400 MHz e 500 MHz) e de carbono-13 (RMN
3¢, 300 MHz e 400 MHz), HMQCHeteronuclear multiple quantum coherendd - **C,
300 MHz/*H, 400 MHz/**C) e HMBC Heteronuclear multiple bond coherencel - :°C,
300 MHz/*H, 400 MHz/**C). Os espectros de RMN foram obtidos em cloroférdguterado
(Merck, Alemanha), utilizando-se o equipamento BrubPX 400 para a obtencdo dos
espectros. As analises foram feitas no Departan@mtQuimica da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP (FFCLBSPU

A identificacdo dos constituintes quimicos fotdgbor cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando-sguwpamento Shimadzu QP2010Plus
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao), acopladongetar automatico AOC-20i, fonte de
ionizacao por elétrons (EI-EM) e analisador quadiamp As amostras foram dissolvidas em
cloroformio grau HPLC (Mallinckrodt, USA) e subnudb a extracdo em fase solidkeén
up), em cartuchos Supelco DSI-70PK/54 500 mg, e,epostnente, analisadas por CG-EM.
Foi utilizada coluna capilar Rtx-5MS (Restek, USi)silica fundida (30 m x 0,25 mm d. i. x
0,25um de filme), composta de 5% de difenilsiloxano &09%e dimetilpolisiloxano e hélio
(99,999%) como gas de arraste com fluxo constaatd,d mL miff. A temperatura do
injetor foi de 250°C e o volume de injecdo foi dd L. A temperatura do forno foi
programada de 100°C a 290°C, a uma velocidade @endfi*, mantendo-se em 290°C,
durante 30 min. As amostras eluidas da coluna dogréica foram direcionadas pelo
divisor de fluxo para a fonte de ionizacdo, na vadé@ 1:10. As temperaturas da fonte e da
interface foram ajustadas em 250°C e 280°C, resspentnte. A energia do feixe de elétrons

foi de 70 eV. O analisador foi controlado para sapd@ons dem/z entre 40 e 500. Os
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espectros de massas obtidos foram comparados calasdBibliotecas Wiley 7, NIST 08 e
FFNSC 1.2 com o software GCMS Solution (Shimadapad), que forneceu o indice de

similaridade (1S), expresso em porcentagem.

3.12. Estudo de espectroscopia de absor¢cdo no UVne visivel e espectroscopia de
emissao de fluorescéncia das furanocumarinas e cunmas extraidas do lim&o Tahiti

Para que a execucéo dos experimentos de fotoséiens#dn € fundamental conhecer
algumas propriedades fisico-quimicas das furanodonasae cumarinas extraidas, como 0s
espectros de absorcdo e de fluorescéncia. Foraas fenedidas de espectroscopia de
absorcéo, utilizando-se o espectrofotdometro Amensttiraspec™ 2100 pro UV-visible (GE
Healthcare, Alemanha), de feixe simples, que permi¢didas no intervalo entre 190 e 900
nm, com largura de banda de 3 nm. Em seguida, fdeterminados os espectros de emisséo
de fluorescéncia. As medidas de fluorescéncia faratizadas em um espectrofluorimetro
Hitachi F-7000 Fluorescence Spectrophotometer ¢Hifalap&o), com uma lampada de
xenobnio de 150 W como fonte de luz, que varre erwalo de comprimento de onda de
exitagao entre 200 e 750 nm. A captagédo da emassdaorescencia foi feita no intervalo de
200 e 900 nm. Todas as analises espectroscopieas feitas no laboratério de fotobiofisica

do Prof. Dr. Amando Siuiti Ito, do departamentoHisica e Matematica da FFCLRP-USP.
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II. Fotobiologia de Colletotrichum acutatum
3.13. Linhagens utilizadas e condi¢des de crescinen

Os experimentos foram realizados com as linhagén$209, CA MG-1, CA T-2, CA
P-4 e CA B-3 deC. acutatum, ATCC 10074 deAspergillus nidulanse ARSEF 324 de
Metarhizium acridumAs linhagens CA MG-1, CA T-2, CA P-4 e CA B-3 @e acutatum
foram respectivamente isoladas nas seguintes ddimestado de Sdo Paulo: Mogi-Guacu,
Taquarituba, Barretos e Pedranodpolis. As linhagemam gentilmente cedidas pelo Dr.
Geraldo José Silva Junior, do Fundecitrus (AraremquaP). A linhagem dA. nidulansfoi
adquirida da “American Type Culture Collection” (BT) (Manassas, VA, EUA) e a
linhagem deM. acridumfoi adquirida do “United States Department of Agtiure (USDA)-
Agricultural Research Service (ARS) Collection oht&@mopathogenic Fungal Cultures
(ARSEF) (U.S. Plant, Soil and Nutrition Laboratolhaca, NY)”. Todas as espécies foram
crescidas em meio PDAY a 28°C, por 5 di&€s écutatume A. nidulan$ e 12 dias N!.
acridum), no escuro, ou com fotoperiodo de 12 h (clarecti). A iluminacéo foi fornecida
por duas lampadas fluorescentes Daylight Plus F38BYT8 (Sylvania, Germany). Apos o
crescimento, os conidios foram cuidadosamente rgilm®we suspensos em solugdo 0,01%
(v/v) de Tween 80 e a concentragdo da suspensaadeterminada por contagens em

hematimetro.

3.14. Camara de irradiacdo UV, lampadas e filtro

As exposicbes a radiacdo UVB foram realizadas émaca com temperatura
controlada e circulagéo interna de ar (Nova Et8f, Brasil) a 28°C. A radiagdo UVB foi
fornecida por duas lampadas fluorescentes TL-20VR$2(Philips, Eindhoven, Holanda),
com pico de emissdo em 313 nm. Durante as expssigéeamostras foram cobertas com um

filme de diacetato de celulose com 0,13 mm de sspagJVC Industries, Le Mirada, CA,
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EUA), que bloqueia radiacdes com comprimentos di& onenores que 290 nm. A irradiancia
foi medida com um espectroradiometro USB4000 (Océ&mptics, Dunedin, FL). A
distribuicdo espectral das lampadas, filtrada pdilcetato, foi mostrada por Braga e
colaboradores (2001b). O espectro de acdo de dan®NA, descrito por Quaite e
colaboradores (1992), normalizado para a unida@80anm, foi utilizado para calcular a
irradiancia de UVB em mW i Esse espectro de acdo foi selecionado porque éaul
colaboradores (1997) compararam 0s espectros de megds utilizados em relacdo as
respostas de diversas espécies de fungos a radliaCéaoncluiram que o espectro de Quaite
foi 0 que apresentou a melhor concordancia. Umeudssio mais profunda a esse respeito

pode ser vista em Braga e colaboradores (2001b).

3.15. Avaliacéo da tolerancia a radiacdo UVB dos nalios deC. acutatum

O objetivo desse experimento foi comparar a talgeda radiagdo UVB de conidios
de 5 linhagens d€. acutatumAs linhagens CA 1209, CA MG-1, CAT-2, CAB-3 aA®-4
cresceram por 5 dias em completa escuriddo. Osliosn(50 pL, 2 x 1Ddconidios mr*, nas
exposicdes de 1 e 2 h; 50 pL, 4 ¥ t6nidios mL', nas exposices de 3 e 4 h e 50 pL, 2 x
10° conidios mL*, nas exposicdes de 6 h) foram espalhados na &ipeté 6 mL de PDAY,
suplementado com 0,8 g'lde &cido desoxicélico (sal sodico), em placas ete 6 cm de
didmetro). ApGs a inoculagcdo, os conidios foramdiatamente expostos a irradiancia de
1800 mW nf de UVB, por 1, 2, 3, 4 e 6 h. As doses, ao firs dxposicdes, foram 6,5, 13,
19,4, 25,9 e 38,9 kJ ‘fnrespectivamente. Quatro placas-réplica forantieas para cada
periodo de exposicdo. Placas-controle foram ers/@ta papel aluminio e protegidas da
radiacdo no interior da camara. Apos a exposicaqlacas foram incubadas a 28°C, no
escuro. A contagem das colbnias iniciou-se apof,2¢bm auxilio de estereomicroscopio

(ampliacdo de 8 x) e estendeu-se até 7 dias. AewoBncia relativa foi calculada,
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comparando-se o0 numero de colénias nas placastazp@wsadiacdo UV com o namero de

coldnias nas placas-controle ndo expostas.

3.16. Efeito da exposicdo a luz visivel durante cedgenvolvimento deC. acutatum na
producédo de conidios e de mucilagem

O objetivo foi comparar a producéo de conidios endicilagem por col6nias crescidas
no escuro com a producéo por colonias crescidasfatwperiodo claro/escuro. As colonias
desenvolveram-se por cinco dias em completa esmuod com fotoperiodo de 12 h de claro
e 12 h de escuro. Apoés o crescimento, foram retgade cada placa, quatro cilindros com 0,5
cn? de area superficial. Os cilindros foram colocaelms5 mL de Tween 80 (0,01% v/v) e 0s
tubos foram agitados por 1 min. A seguir, a misfardiltrada em gaze. O filtrado foi diluido
dez vezes e a concentracdo de conidios determioawfa auxilio de hematimetro. A
quantidade de mucilagem foi estimada pelo espeldrabsorcdo da solucdo. Os conidios
foram removidos por centrifugacédo e o espectrobdergdo da suspensédo diluida (1:10) foi

determinado em espectrofotometro Ultrospec™ 21060Ju-visible (GE Healthcare).

3.17. Efeito da exposi¢do a luz visivel durante ocesenvolvimento deC. acutatum na
tolerancia a radiacdo UVB dos conidios produzidos
O objetivo foi comparar a toleréncia a radiagdoBU¥e conidios produzidos por

colénias que desenvolveram-se por cinco dias enpledanescuriddo com a tolerancia de
conidios produzidos por colénias que crescerancipoo dias, com fotoperiodo de 12 h de
claro e 12 h de escuro. Foram avaliadadinhagens CA T-2 e CA B-3 d& acutatumOs
conidios (50 pL, 2 x Toconidios mLY) foram espalhados na superficie de 6 mL de PDAY,
em placas de Petri (6 cm de diametro), e imediatamexpostos a irradiancia de 1800 mwW

m? de UV, por 2 e 3 h (doses de 13 e 19,4 K raspectivamente). Quatro placas-réplica
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foram irradiadas para cada periodo de exposic@ra®icontrole foram embrulhadas em
papel aluminio e protegidas da radiacdo no inteteocamara. Apos a exposicao, as placas
foram incubadas a 28°C, no escuro, e a contagentalésias iniciou-se apos 24 h, com
auxilio de estereomicroscoépio (ampliacdo de 8 *@stendeu-se até 7 dias. A sobrevivéncia
relativa foi calculada, comparando-se o niumeroalénéas nas placas expostas a radiacao
UV com o numero de colbnias nas placas ndo expdstaam realizados trés experimentos

independentes.

3.18. Efeito da exposicdo a luz visivel durante cegenvolvimento deC. acutatum, M.
acridum e A. nidulans na tolerancia a radiacdo UVB dos conidios produzis

O objetivo foi comparar o efeito de exposicaozavisivel durante o desenvolvimento
na tolerancia a radiacdo UVB de conidios de tregass que apresentam diferentes nichos
ecologicos. Os experimentos foram realizados cortinaagens CA T-2 de&C. acutatum
ARSEF 324 deM. acridume ATCC 10074 deé\. nidulans Os conidios (50 pL, 2 x 10
conidios mL*) foram espalhados na superficie de 6 mL de PDAY ptacas de Petri (6 cm
de diametro) e imediatamente expostos & irradiad&i2800 mW M de UV, por 1, 2 e 3 h
(doses de 6,5, 13 e 19,4 kF mespectivamente). Quatro placas-réplica foraatiadas para
cada periodo de exposicdo. Placas-controle forarbridnadas em papel aluminio e
protegidas da radiacdo no interior da camara. Apésposicado, as placas foram incubadas a
28°C, no escuro, e a contagem das colonias ingowpds 24 h, com auxilio de
estereomicroscopio (ampliacdo de 8 x), e estendeués? dias. A sobrevivéncia relativa foi
calculada, comparando-se o niumero de coldnias laeaspexpostas a cada dose de radiacdo

com o numero de coldnias nas placas-controle naostxs.



37

Materiais e Métodos

3.19. Exposicdes de coldnias esporuladas @eacutatum a radiacédo UVB e avaliacdo da
sobrevivéncia dos conidios

O objetivo foi avaliar a tolerancia a radiacdo Udl@s conidios quando envoltos pela
mucilagem. Placas da linhagem CA T-2@eacutatumforam crescidas por cinco dias em
completa escuriddo e crescidas com fotoperiod®dede claro e 12 h de escuro. As placas
foram expostas a irradiancia de 1800 m\W¥ de UVB, por 0, 3, 5, 7 e 9 h (doses de 19,4,
32,4, 45,4 e 58,3 kJ frespectivamente). Ap6s cada periodo de exposirda,amostra de
conidios foi removida, os conidios foram susperamossolucdo 0,01% de Tween 80 e a
concentracdo da suspensédo foi ajustada para 2* xotddios m[*. A seguir, 50 pL da
solucéo foram espalhados na superficie de 6 mLDeYRP em cada uma das quatro placas-
réplica (6 cm de diametro). As placas foram incalsaa 28°C, no escuro, e a contagem das
colénias iniciou-se apos 24 h, com auxilio de esticroscopio (ampliacdo de 8 x), e
estendeu-se até 7 dias. A sobrevivéncia relativadiculada, comparando-se o numero de
colénias nas placas inoculadas com os conidiosse®a radiagdo com o numero de

colénias nas placas inoculadas com conidios naostog (0 h).

3.20 Analise estatistica

Inicialmente, foi feita uma analise exploratédriss dtados de todos 0s experimentos,
com a determinacdo de medidas de posicédo centialdespersao. A seguir, os dados foram
submetidos a andalise de variancia. As comparacige @s tratamentos foram feitas,
utilizando-se contrastes ortogonais (MONTGOMERYQP0 Valores deP < 0,05 foram
considerados significativos. As analises foramageitutilizando-se o PROC GLM do
programa SAS 9.0 (SAS Institute INGAS/STA® User's Guide, Version 9,0Cary, NC:

SAS Institute Inc., 2003).
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4. RESULTADOS
I. Inativacdo fotodinamica de conidios
4.1. Determinacao do potencial zeta dos conidios
A Tabela 4 mostra o potencial zeta dos conidiosCdketotrichum acutatum C.
gloeosporioide® A. nidulans Em todos os casos, as células foram suspensasamistura
de Tween 80 (0,01 % v/v) e PBS, pH 7,4. O potermeéd dos conidios de todas as espécies

foi negativo e variou entre -11,1 e -15,6 mV.

Tabela 4 —Potencial zeta dos conidios @elletotrichumacutatum C. gloeosporiodeg A.
nidulans

Diluente/Espécies Potencial zeta (mV)
Tween 80 + PBS -9,37
C. acutatunCA 1209 -15,6
C. gloeosporioide€G 1 -12,9
A. nidulansATCC 10074 -11,2

4.2. Avaliacéo da eficacia do TF dos conidios peFM
4.2.1. Efeito das exposi¢des apenas a luz e apesas FS na sobrevivéncia dos conidios
Exposi¢cdes apenas a luz, utilizando as fontesiciatg LED brancos, LED600 e
lampadas UVA, independentemente da dose utilizadla,foram fungistaticas ou fungicidas
para nenhuma das espécies avaliadas (dados namaaos3$t Na auséncia de luz, o MB, o
TBO, o NMBN e o0 8-MOP néo apresentaram atividaagifstatica ou fungicida em nenhuma
das concentragfes testadas (1 a 200 uM). O S187iwco FS que apresentou toxicidade no
escuro, sendo tanto fungistatico como fungicidagoreentracdo de 75 uM paaacutatum

C. gloeosporioidegs A. nidulang(Tabela 5).
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Tabela 5 —Concentracédo fungicida minima (uM) dos FS MB, TB®BN, S137 e 8-MOP,
na auséncia de luz, para os conidiod#etotrichum acutatum, C. gloeosporioidesieA.
nidulans

Espécies/FS MB TBO NMBN S137 8-MOP
C. acutatunCA 1209 >200 >200 >200 75 >200
C. gloeosporioide€G 1 >200 >200 >200 75 >200
A. nidulansATCC 10074  >200 >200 >200 75 >200

4.2.2. Efeito das exposi¢des simultdneas a luz esdt fenotiazinicos na sobrevivéncia
dos conidios

(A) LED brancos. A Tabela 6 mostra a CFM dos tratamentos fotodinésnicom os
diferentes FS para as duas espécieadketotrichume A. nidulans Os conidios deC.
acutatum C. gloeosporioideg A. nidulansforam pré-incubados, por 30 min, com os FS MB,
TBO e NMBN e, a seguir, expostos & luz emitida &lED brancos (doses de 5 e 10 Jgm
Como a maior concentracéo testada dos FS foi 200rgdMitados >200 uM indicam que ndo
foi observada inativacao fotodinamica em nenhunsacdacentra¢des avaliadas. Nenhum dos
trés FS fotoinativou os conidios @e acutatume C. gloeosporioidegjuando foi utilizada a
menor dose de luz (5 J @n Nessa dosé\. nidulansfoi fotoinativado pelo MB e pelo TBO
(CFM de 200 e 100 uM, respectivamente), mas naw [WBIBN (Tabela 6). Quando a dose
de 10 J cif foi utilizada, o MB foi fungicida par&. acutatum(intervalo da CFM: 100-200
UM) e paraA. nidulans(intervalo da CFM: 50-75 uM), mas nao p&agloeosporioides
(CFM > 200). O TBO foi fungicida apenas p#&anidulans(intervalo da CFM: 50-75 uM). O
NMBN fotoinativou os conidios das trés espécietefualos da CFM: 50-100, 75-100 e 75-

100 puM paraC. acutatumC. gloeosporioideg A. nidulans respectivamente) (Tabela 6).
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Tabela 6 —CFM (uM) dos FS MB, TBO e NMBN para a IF dos caosddeC. acutatumcC.
gloeosporioide® A. nidulansutilizando-se LED brancos como fonte de luz e sake5 e 10
J cmi®. A CFM é expressa como intervalo das CFM observanp trés experimentos

independentes
Espécies 5Jch 10 J cnf
MB TBO NMBN MB TBO NMBN
C. acutatum >200 >200 >200 100-200 >200 50-100
C. gloeosporioides >200 >200 >200 >200 >200 75-100
A. nidulans 200 100 >200 50-75 50-75 75-100

(B) LED600. A Tabela 7 mostra a CFM dos tratamentos fotodin@smcom os diferentes FS,

utilizando-se o LED600 como fonte de luz e doseS de30 J cii. De maneira geral, quanto

maior a dose de luz utilizada, menor a CFM regaepdra a matar os conidios. O FS mais

eficaz (que apresentou a menor CFM para uma detadaidose de luz), para todas as

espécies estudadas, foi o S137, seguido do NMBN &RD, para as duas espécies de

Colletotrichume do TBO e do NMBN parA. nidulans(Tabela 7). O FS menos eficaz para as

trés espécies foi 0 MB (Tabela 7). Concentracdé® éne 12,5 uM de S137 e dose final de

luz de 15 J c foram capazes de fotoinativar os conidio€dacutatum, C. gloeosporioides

e A. nidulans Os conidios dos fitopatdgen@s acutatume C. gloeosporioidesoram muito

mais tolerantes ao tratamento fotodinamico com $$viB, TBO e NMBN em relacéo aos

conidios déA.nidulans(Tabela 7).



Resultados

41

Tabela 7 —CFM (uM) dos FS MB, TBO, NMBN e S137 para a IF admhidios deC.
acutatum C. gloeosporioide® A. nidulans utilizando-se o LED600 como fontes de luz e
doses de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 Fch CFM é expressa como intervalo das CFM observado
em trés experimentos independentes

FS/Dose 0 5Jcih  10Jcm? 15Jcm?  20Jcm?  25Jcm?  30Jcm?
MB >200 200 200 100-200 75-200 100-200 50-200
% TBO >200 200 200 50-100 75-100 75-100 12,5-75
5 NMBN  >200 100 75 50 25-50 25-50 10-50
S137 75 25 10-12,5 5-12,5 5-10 5 5
g MB >200 >200 200 200 100-200 100-200 75-200
©
g TBO >200 >200 200 50-150 50-100 75-100 12,5-75
g NMBN  >200 200 75-100 50 25-75 12,5-75 10-50
[@2]
© S137 75 12,5-50 5-12,5 5-12,5 5-10 5 5
MB >200  75-200 50-200 75 75 75-100 50-100
g TBO >200 75 25-75 25-75 10-25 10-25 5-12,5
E NMBN  >200  50-100 50 50 25-50 25-75 12,5-25
S137 75 25 10-12,5 5-12,5 5-10 5 5
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4.2.3. Efeito das exposi¢cdes simultdneas a luz e &metoxipsoraleno na sobrevivéncia
dos conidios

A Tabela 8 mostra a CFM dos tratamentos fotodinésiicom o FS 8-
metoxipsoraleno. Os conidios das quatro espéciamfpré-incubados, por 30 min, com o 8-
metoxipsoraleno e, a seguir, expostos a luz empmtaduas lampadas fluorescentes UVA
(doses de 7,2, 9,9 e 11,8 J tmobtidas ao final de 2, 25 e 3 h de exposicéo,
respectivamente). Quanto maior a dose de luz, mena CFM necessaria para matar os
conidios. As CFM (uM) do FS sao mostradas na Tahelzs conidios d€. acutatunforam
0s mais resistentes a IF; os intervalos das CFRitiadt00-200, 75-100 e 75-100 uM para as
dose de luz de 7,2, 9,9 e 11,8 Jtmespectivamente. Pa€ gloeosporioides A. nidulans,
os intervalos das CFM para a dose de luz de 7,213 foram 75, 50-75 e 75 uM,
respectivamente. Quando a dose de 11,8 Jfoiutilizada, a CFM para as duas espécies foi
de 25 uM (Tabela 8)C. gloeosporioide® A. nidulansforam mais sensiveis do qu&

acutatum

Tabela 8 —Intervalo da CFM (uM) do FS 8-metoxipsoraleno paga conidios deC.
acutatum, C. gloeosporioidesA. nidulans,utilizando-se duas lampadas fluorescentes UVA
como fontes e doses final de luz de 7,2, 9,9 e 1 &8

Dose
Espécies 7,2 J cif 9,9 J cn? 11,8 J cn?
C. acutatum 100-200 75-100 75-100
C. gloeosporioides 75 50 25

A. nidulans 50-75 25-50 25




43
Resultados

4.3. Avaliacéo da eficacia do TF dos conidios pédi@cao de sobreviventes
4.3.1. Fenotiazinicos

A realizacdo de experimentos iniciais em microggacnos quais o efeito do
tratamento fotodinamico foi avaliado pela CIM eg€FM, mostrou-se muito conveniente,
pois permitiu a avaliacdo de um grande numero atartrentos. Foram avaliados os efeitos
dos diversos FS, em varias concentracoes, utilzaeddiferentes fontes de luz, com varias
doses por fonte, em conidios de trés espéciesopatbgenos e do fungo-moddonidulans
Esse tipo de experimento é mais rapido e barawmeuma execucdo mais facil do que os
experimentos baseados na contagem das unidadesdimas de colonia. Dessa maneira, na
etapa inicial, foram identificados os parametra® gxemplo, tipo de FS, concentracdo do FS
e dose de luz) mais eficazes para a IF dos condidissliferentes espécies. Esses parametros
foram utilizados nos experimentos subsequentesquais a IF (sobrevivéncia) dos conidios
foi avaliada, de maneira mais precisa e detallaela,determinacéo das UFC.

A Figura 8 mostra o efeito do TF com o NMBN e 03%Ina sobrevivéncia dos
conidios deC. acutatum(6A e B),C. gloeosporioideg$6C e D) €A. nidulans(6 E e F). Os
conidios foram pré-incubados por 30 min, com o R&BN (50 uM) e S137 (10 pM), e
lavados ou ndo com Tween 80 (0,01% v/v) antes #sexpostos as doses de 0, 15, 20 e 25
J cni?, utilizando-se o LED600 como fonte de luz. A cgeta das UFC estendeu-se por 7
dias. A fragdo de sobrevivéncia dos diferentesarmahtos foi calculada em relacdo aos
controles ndo expostos a luz e nem ao FS. A IFcdoglios foi observada nas trés espécies.
Exposicdes a doses maiores que 20 3 provocaram reducdo de aproximadamente 4 logs na
sobrevivéncia deC. acutatume C. gloeosporioidese de aproximadamente 5 logs na
sobrevivéncia dé\. nidulans A lavagem para a retirada do FS nao ligado ng®di a IF
dos conidios de nenhuma das trés espécies. Pamsalgtamentos, foi observada uma

reducao na IF; entretanto, a redugcéao nao foi soguiva.
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O S137 foi mais eficaz que o NMBN na IF dos corddidas trés espécies.
Concentracbes de apenas 10 uM do FS foram capazpsodocar uma reducédo de pelo
menos 4 logs na sobrevivéncia dos conidios dagg@scies. A lavagem dos conidios para a

retirada do FS nao ligado ndo impediu a IF.
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Figura 8 — Inativacdo fotodindmica de conidios de (A e C. acutatur, (C e D)C.
gloeosporioide® (E e F)A. nidulan:com NMBN e S137. Os conidios foram incubados
o FS e, a seguir, lavados ou ndo para a retiradésduéo ligado, antes de serem expostt
diferentes doses de luz. Cada valor € a média de xp&simentos independentes e a b
indica o desvio padréao da mé
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A internalizacédo dos FS fenotiazinicos (NMBN e §18Mo corante Sudan Ill nos
conidios deC. acutatume o seu acumulo em estruturas citoplasmaticasfotzsservados por
microscopia otica convencional (Figura 9 e 10).cOsidios também foram corados com o0s
corantes fluorescentes E¥F64 (Invitrogem, EUA), que possui afinidade pornmbeanas,
corando vacuolos e vesiculas secretoras, e DABM&i EUA), que possui afinidade por

DNA.
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FM®4-64

Figura 9 — Tratamento dos conidios @ acutatur com o FS NMBN (10, 50 e 100 pM) e com os coranta8ull (0,5 %), FN®4-64 (8 uM) e
DAPI (3,5 mM). (A) conidio nao tratado com os FBeen com o corante; (B) conidio tratado com Sudarf@) conidio tratadcom FM*4-64,
(D) conidio tratado com DAPI, jEonidio tratado com o NMBN (10 uM) e nao lavagé, conidio tratado com o NMBN (10 uM) e, a seg
lavado para a retirada do excesso de FS, (G) eotratado com o NMBN (50 uM) e néo lavado, (H) dimitratado com NMBN (0 uM) e
lavado, (I) conididratado com o NMBN (100 uM) e néo lavado, e (Jidmtratado com NMBN (100 uM) e lave
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Figura 10 —Tratamento dos conidios @ acutatur com o FS S137 (1, 10, 50 e 100 uM). (A) coniditatta com o S137 (1 uM) e néo lava
(B) conidio tratado@m o S137 (1 uM) e, a sequir, lavado para a retida excesso de FS, (C) conidio tratado com o $lUBTIM) e nac
lavado, (D) conidio tratado com o S137 (10 uM)wad (E) conidio tratado com o S137 (50 uM) e ré@ado, (F) conidio trado com S137
(50 uM) e lavado, (G) conidio tratado com o S137 (1P e ndo lavado e (H) conidio tratado com S18D {@M) e lavad
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4.3.2. Furanocumarina e cumarinas

Os efeitos do TF com as furanocumarinas e cungrusando a radiagcdo solar como
fonte de luz, foram avaliados em conidios@leacutatume A. nidulans Os experimentos
foram conduzidos nos dias 3 e 17 de abril de 28%4rradiancias de UV (290-400 nm) e as
temperaturas determinadas durante os experimefangstrados na Figura 11. Ao contrario
das fontes artificiais de luz, a radiacao solad&letéria aos conidios. Exposi¢coes de apenas 1
h a radiacdo solar mataram 15% e 44% dos conidto€.dacutatume A. nidulans
respectivamente; exposi¢cdes de 2 h mataram 55%o0al88 conidios, respectivamente.

As Figuras de 12 a 15 mostram o efeito dos TF [BeMOP, fracdo 1 (F1) e fracdo 2
(F2)] na sobrevivéncia dos conidios @e acutatum e A. nidulans As duas fracdes foram
obtidas da agua da saida da concentradora, conftesweito anteriormente. Os TF com o 8-
MOP, F1 e F2 fotoinativaram os conidios das duapga@ss; entretanto, os efeitos foram
maiores emA. nidulans O TF com 8-MOP e F1 foram mais eficazes do que E& emC.
acutatum O TF com a concentracédo de 50 pM (10,8 rifydo 8-MOP e 2 h de exposicéo
reduziu em aproximadamente 4 logs a sobrevivénei&.dacutatum A reducao foi de
aproximadamente 3 logs para a F1 (12,5 rity) ¢ aproximadamente 1,5 log para a F2 (50
UM, 12,3 mg [Y). A lavagem para a retirada do FS nao ligado miediu a IF dos conidios
das duas espécies; entretanto, para alguns tratsnén observada uma grande reducdo na
eficacia do TF.

A internalizacdo do 8-MOP nos conidios @e acutatume o seu acumulo em
estruturas citoplasmaticas foram observados porostopia 6tica de fluorescéncia (Figura

16). O 8-MOP difundiu-se por todo o citoplasma.
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Figura 11 — (A) Irradiancias de UV (2¢400 nm) e (B) temperatureregistradas em

intervalos de 1 h durante os experimentos realzads dias 3 e 17 de abril de 2012, enti
1llheas13h
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Figura 12 — IF de conidios d¢«C. acutatum com o 8MOP, F1 e F2. Os conidios fore
incubados com o FS e, a sequir, lavadonao para a retirada do FS nao ligado, ante
serem expostos as diferentes doses de luz. Cadaé/a média de dois experimentos

barra indica o desvio padrao da m:
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Figura 13 — IF de conidios d¢C. acutatum com o 8MOP, F1 e F2. Os conidicforam
incubados com o0 FS e expostos as diferentes desészdCada valor € a média de ¢
experimentos e a barra indica o desvio padréo dka
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Figura 14 — IF de conidios deA. nidulans com o 8MOP, F1 e F2. Os conidios fore
incubados com o F8, a sequir, lavados ou ndo para a retirada dodeSigado, antes ¢
serem expostos as diferentes doses de luz. Cadaés/a média de dois experimentos
barra indica o desvio padrao da m:
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Figura 15 — IF de conidios deA. nidulans com o 8-MOPR F1 e F2. Os conidios fors
incubados com o FS e expostos as diferentes desészdCada valor é a média de ¢
experimentos e a barra indica o desvio padréo dka
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A 8-MOP (100 uM) B FM®4-64

Figura 16 — Conidios deC. acutatur tratados com (A) 840P (100 uM), (B) FN\®4-64 (8
uM) e (C) DAPI (3,5 mM) e observados com microsode fluorescéncia com ampliacao
1000x

4.4. Efeito da aplicacéo dos FS na superficie ddtas adultas de mudas de laranja per
(Citrussinensis)

As Figuras 17 e I mostram folhas de laranja peegp0s a aplicacdo dos |
fenotiazinicos e cumarinicos. Para avaliar osadait aplicacdo dos FS nas folhas da lar
5 pL de solugdes dos FS MB, TBO, NMBN, S137-MOP, na concentracdo 10,8 g L', e
de solucdes das fracdes isoladas da agua d: da concentradora [F1 (12,5 %) e F2 (12,3
g L pM)] foram colocados na superficie superior dalsasl As plantas foram mantidas ax
livre com regime normal de luz. Duas horas apégliaegdo, as gotas ja haviam secado
experimentos foram condidos no més de abril de 2012. As plantas foram iaad
diariamente por até 3 sems. Como observado nas Figuras 17  ndo foi observada

nenhuma lesdo ou alteracédo na morfologia das follnate o periodo de avaliag
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Figura 17 — Efeito da exposicao simultanea ao sol e aos FStidaimicos em folhas c
mudas de laranja per@irus sinensi). (A) folhas antes da aplicacdo, (B) imeamente apos
a aplicacdo de MB, TBONMBN e S13, (C) duas horas ap0s a aplicacdo, (D) 72 h a
aplicacdo, (E) uma semana apos a aplicacao eeg-3émanas apods a aplice
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Figura 18 —Efeito da exposicdo simultanea ao sol e ao -MOP em folhas de mudas
laranja pera Citrus sinensi). (A) folhas antes da aplicacdo, (B) imediatate apds a
aplicacdo de 8-MOHracaol (F1) e fracdo 2 (F2(C) duas horas ap0s a aplicagéo, (D) °
apos a aplicagéo, (E) uma semana apoés a aplicd€darés semanas apos a aplici
4.4.1. Estudos histologicos de folhas de laranja n@e(Citrus sinensis) apds tratamento
com os FS fenotiazicos

A microscopia Optica de campo claro foi utilizadarg verificar se ocorreu
penetracdo dos FS fenotiazinicos MI9A), TBO (19B), NMBN (1€) e S137 (9D) apos a
aplicacdo na superficie adaxial de folhas adultalaranja peraAs micrografias indicarar
gue nenhum dos FS colocado na superficie atravessoticula. O aspecto que os tecido:

folha adquirem quando sédo corados com os mesm@adeS o corte transversal da folhe

mostrado como pametro de comparao (Figuras 19E-H).
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100 pm

Figura 19 —Aspecto dos tecidos de folhas adultas de laranja @@ds a colocagédo dos
(10 pL, 100 uM) na superficie adaxial. Apos a senaglas solugdes, foram feitos col
transversais das folhas para a analise histolégisdfolhas foram tratadas com os FS:

MB, (B) TBO, (C) NMBN e (D) S137. Corte transverstd folhas corados com os FS:

MB, (F) TBO, (G) NMBN e (H) S13
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4.5. Extracdo de furanocumarinas e cumarinas de pdutos, subprodutos e residuos do
processamento industrial do limao Tahiti Citruslatifolia)
4.5.1. Determinacdo da melhor fonte para extracaoedfuranocumarina e cumarinas

A presenca de cumarinas e/ou furanocumarinasviaiaala em produtos (6leo da
casca e fase oleosa da esséncia), em subprodatgac(com casca e bagacilho) e em
residuos (dgua da saida da concentradora, agussdarga da polidora, bagaco com casca e
bagacilho) do processamento industrial do liméoitTabs extratos do 6leo da casca e da
agua da saida da concentradora apresentaram emnatogoaiia de camada delgada
comparativa (CCDC) a maior intensidade de fluonesieééquando expostos a radiacdo UV,
que é caracteristica de substancias com anéis teomacomo as furanocumarinas e
cumarinas. A agua da saida da concentradora foblheda para o isolamento de
furanocumarinas e cumarinas. Ao contrario do okecasca (também rico em cumarinas e/ou
furanocumarinas), a agua da saida da concentraarm residuo industrial sem valor
comercial, gerado em grande quantidade e descgrdandustria citricola. Dessa forma, a

utilizacéo desse residuo para a produgdo de F§a@ealor a cadeia produtiva citricola.

4.5.2. Extracdo de furanocumarina e cumarina da aguda saida da concentradora

A partir de 2100 mL de agua da saida da concesraadbteve-se uma massa de 7,85
g de extrato bruto. A separacdo das furanocumaedmasnarinas presentes no extrato bruto
foi feita por meio da cromatografia liquida class{€LC), usando-se silica gel como fase
estacionaria e hexano/AcOEt, com gradiente de idalde crescente, como fase mével. Com
essa fase movel, foram obtidas 9 fracbes. Posteite, foi usado metanol na coluna
cromatografica para a retirada do residuo retiddase estacionaria. Nessa etapa, foram

obtidas duas fracdes adicionais. As fragfes formmsentradas a vacuo e submetida a CCDC.
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As fracbes 3 e 4 da CLC apresentaram fluorescéauiacteristica de furanocumarina
cumarinas. A fracao 3 foi submetida a cromatogmafiecamada delgada preparativa (CCI
Foram obtidas duas fracOes e a fracdo 2 foi enviada paédise de RMN para se ten
elucidar a estrutura do seu constituinte. Entretaréo foi possivel analisar os dados de k
de hidrogénio obtidos dessa fracdo. A fracdo 4dabta CLC também foi estuca. A fracéao
foi novamente submetida a CLC (fase estaciondtieagel, fase movel: hexano/AcOEt c«
gradiente de polaridade 96:4). A partir de 390 ragrdcao 4, foram obtidas 3 fracdes.
duas fracdes com maior massa foram analisadas @mdos esfctroscopicos (RMN uni
bidimensional), aliados a dados previamente descrita literatura cientifica, «¢or
cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaadsas (C-EM).

A andlise por C&M (Figura 20 da fracdo 1 teve como objetivo identificar
substancias majoritarias (com as maiores areas) delaacom o indice de similarida

(maior que 80%) proposto na biblioteca de padrdescdiipamento utilizado para as anal

7.912.946

8686
1057(

11.138

ul ‘ TIC*1.00
(U — : —

5.0 10.0 200 300 320

Figura 20 —Cromatograma obtido por (-EM da fracdo 1
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Por meio do cromograma dos ions totais (Figura) 20dos respectivos espectros
massa (Figuras 21 e RZoi possivel identificar duas substancias m&oas (com maio

area), que estao descritas na tabe

Tabela 9 —Composic¢ao quimica da fraca

Substancia Formua Molecular M tr (Min) Area (%)
1 C1oHgO3 176 8,72 35,97
2 C11H1004 206 10,61 41,54
Library
gt

Line#:1 R Time:8.683(Scan#:503) MassPeaks:92
RawMode:Single 8.683(503) BasePeak:176.05(2158810)
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Figura 21 —Espectro de massas (EM) obtido por-EM para a substancia 1 da fragcéo 1 «
tr= 8,68 min e comparado com 0 EM contido na bibtiatde padroe
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<< Target >>

Line#:2 R Tine:10.567(Scan#:729) MassPeaks:123
RawMode: Single 10.567(729) BasePeak:206.05(2111218)
BG Mode:None Group 1 - Event 1
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Figura 22 —Espectro de massas (EM) obtido por-EM para a substancia 2 da fraci com
tr= 10,56 min e comparado com o EM contido na bibtiatde padrd

As substancias da fracdo 1 também foram submeiidasilise de RMN d'H, que
permite analisar @eslocamento quimicw) dos hidrogénios presentes na substancia,
juntamente com os dados obtidos dos mapas de nonttr HMQC, possibilitaram faz
atribuicdes dos carbonos ligados a hidrogénio. @gas de contorno do HMBC permitirz
estabelecer sa correlagcbes entre hidrogénios e carbonos, pbsidio a atribuicdo dc
carbonos quaternarios e a confirmacéo da estrdtunaolécula, cmo mostram as Figur:

23-29 e Tabela 10.

5
H;C08_~J00._O  H,co.6 21000
m 2
7SN 3 7 &

8 7 4 g 9, °
OCH;

1 2

Figura 23 —Sugestéo para a estrutura quimica das substépresentes na fracau
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Tabela 10 —Dados de RMN déH obtidos pela anlise do espectro das substap@asntes

na fracaol
. _ oy (Ledoet al., _ oy (Ledoet
Posicao on 1(J=Hz) 2011) on2(J=Hz) al.. 2011)
1 - -
2 - -
3 6,2 d, J=9,0) 6,3 d, J=9,7) 6,1d J=9,7) 6,1d J=9,6)
4 7,6 d,J=9,0) 8,1d, J=9,7) 790d,J=9,7 8,0 J=9,6)
5 6,7 d, J=2,3) 6,8 d, J=2,3) 6,3d,J=2,00 6,3(d J=2,1)
6 - - -
6,8 dd, J=2,3eJ= 6,8dd J=2,3el= _ _
7 8,5) 8.5) 6,2d,J=2,00 6,4(d J=21)
8 7,3 d, J=8,5) 7,4 d, J=8,5) -
9 - - -
10 - - -
3,7 3,8
OCHs 3,8 3,9 38 3.9

Pela analise do espectro de RMN'#e notou-se que a fracdo 1 é uma mistura das

substancias 1 e 2. Ao se analisarem as integraisidais no espectro, foi observado que a

proporcao da substancia 1 é de aproximadamentea3lpda substancia 2. Assim, o espectro

(Tabela 9 e Figura 21) mostrou a presenca da suisté na fragéo 1, pelo dubleto ér6,2

(J=9,0 Hz) e outro eri 7,6 J= 9,0 Hz), quecorrespondem aos hidrogénios dos carbonos 3 e

4, respectivamente, ou seja, 0s hidrogénios doparielico em configuragcédd. Os sinais dos

hidrogénios aromaticos foram identificados &®,7 d, J= 2,3 Hz, H-5),0 6,8 @dd, J= 2,3 e

J=8,5, H-7) & 7,3 {d, J= 8,5, H-8). Ja a metoxila ligada ao carbono @dentificada e

3.,8.

Com relacao a substancia 2, presente na frac&orhenor proporcdo, os hidrogénios

do anel pirénico (também em configuraggdoram identificados em 6,1 d, J= 9,7, H-3) e

0 7,9 d, J= 9,7, H-4). Além disso, identificaram-se dois dibs de hidrogénios do anel

aromatico, um emd 6,3 J= 2,0, H-5) e o outro em 6,2 J= 2,0, H-7). Por fim, foram
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identificadas duas metoxilas ligadas aos carbooosnél aromatico, uma eén3,8 e a outra

emo 3,9.
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Figura 24 —Espectro de RMN dtH (500 MHz) das substancias presentes na fragdiotitlo em cloroférmio deuterado (CRYTI
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Figura 25 — Ampliacéo do espectro de RMN &8¢ (500 MHz), na regido do deslocamento quimico d8-&,08 das substancias presentes na
fracéo 1 obtido em CDglI
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Figura 26 — Ampliacéo do espectro de RMN &8¢ (500 MHz), na regido do deslocamento quimico 06-6,84 das substancias presentes na
fracédo 1, obtido em CDgl



68
Resultados

SpinWorks 3:

A VAW
—— €9§G°L
— LL0€°L
— 906C°L

£L8°C

7 L68°C

e r~——r+ r—rr—r+rr~—rr~—rr—rr—rrrrrTr T T T T T 1T 71T 71
PPM 792 7.88 7.84 7.80 7.76 7.72 7.68 7.64 7.60 7.56 7.52 7.48 7.44 7.40 7.36 7.32 7.28 7.24 7.20 7.16 7.12

Figura 27 — Ampliacéo do espectro de RMN d¢ (500 MHz), na regido do deslocamento quimico d€-7,92 das substancias presentes na
fracdo 1, obtido em CDgl
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Figura 28 —Mapa de contorno HMBC (500 MHz) das substanciasgmtes na fracéo 1, obtido em CBpCI
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Figura 29 —Mapa de contorno HMQC (400 MHz) das substanciasemtes na fracao 1, obtido em CBCI



71

Resultados

A fracdo 2 também foi analisada por métodos espeétricos (RMN uni ¢
bidimensional), aliados a dados previamente descrita literatura cientifica ¢or
cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaadsas (C-EM). A anaise por CG-EM
(Figura 30 mostrou que a substancia presente na fracdoedaya tempo de retencao
12,29 minutos, massa molecular de 246 g*, férmula molecular GH1,0s e porcentagem
de area relativa de 90,11% espectro de massa (Figur¢) exibiu um ion molecular em/z

246 e ion fragmentado em'z 231 (—CH) em/z216 (—OCH).

7.152.051 a

| TIC*1.00
e S ereroeoeoeoroao—
5.0 10.0 200 30.0 320

Figura 30 —Cromatograma obtido por (-EM da fracdo 2
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Figura 31 —Espectro de massas (EM) obtido por-EM para a substancia da fracé com
tr= 12,29 min e cmparado com o EM contido na biblioteca de pac

As substancias da fragéo 2 também foram submelitkidN de'H, °C e DEPT, que
permitem analisar o deslocamento quimd) dos hidrogénios presentes na substancia,
juntamente com os dados obtidcos mapas de contorno do HMQC, possibilitaram f
atribuicdes dos carbonos ligados a hidrogénio. @gas de contorno do HMBC permitir:
estabelecer as correlacées entre hidrogénios eorezsb possibilitando a atribuicdo c
carbonos quaternérios e a firmagcdo da estrutura da molécula, como mostrarRigigras

32-38 e Tabela 11.

Figura 32 —Estrutura quimica da furanocumarina presente igadra (isopimpinelini
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Tabela 11 -Dados de RMN d&H e*3C obtidos pela analise dos espectros da furanoduenar
isopimpinelina

oy (Bogucka-

oc(Lehr
- Kocka & on (Setzeret ¢
Posicdo  on (J= Hz) Krzaczek, Tell(., 2003) O Sto?)lé,,)
2003)

1

2 - 161,00 160,65

3 6,22 0,J=97) 6,26¢,J=98) 6,29¢,J=10) 113,00+ 113,10

4 8,05¢,J=9,7) 8,104, J=9,8) 8,12¢,J=10) 139,4* 139,57

S - 144,4

6 - 117,0 115,03

7 - 150,0 150,22

8 - 128,0 128,21

9 - 143,8

10 - 107,8 107,88

2’ 75d,J=15) 7,62¢,J=23) 7,63¢J=2,0 1452* 14532

3 6,90, J=15) 6,994 J=2,3) 7,00 J=20) 1050* 10527
OCHs 4,095 §) 4,16 6) 4,17 60,90 61,92
OCHs 4,1018 §) 4,17 € 4,17 61,75* 61,05

*As multiplicidades dos carbonos foram atribuidde pEPT 135

A andlise do espectro de RMN dél (Tabela 11) mostrou dois singletos no
deslocamento quimicaj) 4,09 e 4,10 (Figura 33 e 34). Além disso, fointifecado um
dubleto en¥ 6,22 (0= 9,7 Hz) e outro em 8,05 J= 9,7 H2, correspondentes aos hidrogénios
dos carbonos 3 e 4, respectivamente, ou sejadozg@nios do anel pirdbnico em configuracéo
Z. Por outro lado, os hidrogénios do anel furaniooespondem aos dubletos én6,93 (=
1,5 Hz, 3') &5 7,5 (= 1,5 Hz, 2") (Figura 33).

Na andlise do espectro de RMN '€ (Tabela 11 e Figura 35 e 36), 0s sinaisdem
60,90 es 61,75 confirmaram a presenca de dois grupos mietusi Os sinais dos carbonos
do anel furénico foram identificados emMl05,0 es 145,2. Os carbonos do anel aromatico
ligados ao anel furanico foram identificados &ml17,0 (C-6) & 150,0 (C-7), os ligados as
metoxilas emy 144,40 & 128,0 e os ligados a pirona ém07,77 e 143,8. Além disso, 0s
carbonos do anel pirbnico foram identificados éni61,0,6 113,0 eo 139,0, para a

furanocumarina isopimpinelina.
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Figura 33 —Espectro de RMN dtH (500 MHz) da furanocumarina presente na fracabgdo em cloroférmio deuterado (CREI
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Figura 34 —Ampliacéo do espectro de RMN Yé (500 MHz), na regido do deslocamento quimico,d@6-&,24 da furanocumarina presente na
fracdo 2 obtido em CDglI
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Figura 36 —Espectro de DEPT (125 MHz) da furanocumarina prtesea fracdo 2, obtido em CRCI
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Figura 37 —Mapa de contorno HMBC (500 MHz) da furanocumarirespnte na fracéo 2, obtido em CBpClI
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[I. Fotobiologia de C. acutatum
4.6. Avaliacéo da tolerancia a radiacao UVB dos cdaios deC. acutatum

A Figura 39mostra a sobrevivéncia relativa (sobrevivéncia @wddios expostos e
relacdo aos controles ndo expostos a radiacdo)calolios das cinco linhagens C.
acutatumapos exposicdes a diferentes doses de radiacdo O¥Ringos foram cress, no
escuro, por cinco dias, e os conidios foram exgoatdrradiancia de 1800 mW™2 de
radiacdo UVB por 1, 2, 3, 4 e 6 h. A sobrevivérioilanversamente proporcional a dose
radiacdo. ExposicOes de apenas duas horas foraoestds para matar de 50 a 80%
conidios, dependendo da linhagem. Houve difereiggéfisativa entre a llerancia a radiacéo
das diferentes linhagens. Os conidios da linhagaims talerante (CA -2) apresentaram uma
sobrevivéncia de 7% apos 4 h de exposicédo. Expesigé 6 h mataram 100% dos conit

de todas as linhagens.

Colletotrichum acutatum
100 -

90 4
_ T
3 80 4
et T HCA T-2
% 70 1 uCA P-4
© 60 ®CA MG-1
g 50 4 OCA 1209
§ CA B-3
2
5 30 -
7] T

20 A

l[i ’

0 A T T |:_‘ T ii'illl _ T

1 2 3 4 6

Tempo de exposigdo (h)

Figura 39 —Sobrevivéncia relativa das linhagensColletotrichum acutatu apds exposicéo
as doses de 6,5, 13, 19,4, 25,9 e 38,9 2 de UV. Os valores sdo as médias de
experimentos independentes e a barra indica oapadrdo da méc
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4.7. Efeito da expogido a luz visivel durante o desenvolvimento dC. acutatum na
producado de conidios e de mucilage

O experimento comparou a producdo de conidios enaglagem de colbnias ¢
linhagem CA T2 crescidas no escuro com a producao por coléregsidas com foperiodo
claro/escuro. A producédo de conidios por colonias cresceram expostas a luz visivel
cerca de 1,7 vezes maior do que a producdo pomniesl&que cresceram em compl
escuriddo® = 0,0001). A figura 4 mostra o nimero de conidios produz por 0,5 cri das

colonias.

>
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T
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Figura 40 —Numero de conidios produzidos por 0,5° das col6nias que cresceram expo
a luz visivel (12 h claro/12 h escuro) ou em conapéscuriddo. Os valores sao as médie
contagem de trés placas independe

A Figura 41mostra a producdo de mucilagem por colonias dadem CA -2 que
foram expostas a luz visivel durante o crescimemntor colénias que cresceram em comy
escuridao. A quantidade de mucilagem produzidas$timada pelo espectro de absorca
solucéo preparada a partir de uma area conhecidaldaia. Os conidios foram removic

por centrifugacao e o espectro de absorcao darss&pdiluida (1:10) foi determina
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Figura 41 — Espectros de absorcdo da mucilagem produzida ensn@® de coldnias que
cresceram expostas a luz visivel (12 h claro/12ch®) ou em completa escurii

4.8. Efeito da exposicdo a luz visivel durante o sienvolvimento deC. acutatum na
tolerancia a radiacdo UVB dos conidios produzide

A tolerancia a radiagdo UVidos conidios das linhagens C/2 e CA B-3 deC.
acutatumproduzidos por colbnias que cresceram expostas gidivel (12 h claro: 12 h ¢
escuro) e por coldnias que cresceramscuro sdo mostradas na Figuri. ApGs cinco dias
de crescimento, os conddi produzidos foram expostos a radiacdo UVB poBxéddoses d
13 e 19,4 kJ if respectivamente). Os conidios produzidos por cafgue cresceram |
claro foram significativamente mais tolerantesdiagéio UVB do que os conidios produzis
por colénias que cresceram no escuro, em todosatsnentos. Apos 2 h de exposica
radiacdo UVB, a sobrevivéncia dos conidios produzidda pehagem CA -2 crescida no
claro foi 96,8%, enquanto a sobrevivéncia dos ¢osidroduzidos por colénias crescidas
escuro foi apenas 49,99 € 0,0001). Apos trés horas de exposicdo, as sof@mias foram
68,4% e 24,5% para os conidios produzidos por @dborescidas no claro e no escl
respectivamenteP(= 0,0001). O mesmo efeito foi observado para aaljeim CA [-3. Apds

duas horas de exposicdo, as sobrevivéncias fora@d @8 e 40,49% pe claro e escuro
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respectivamenteP(= 0,0001). Apds trés horas, as sobrevivéncias fatans8,3% e 22,3¢

para claro e escuro respectivameP = 0,0001).

100 - m Escuro

90 OClaro

80
70 A T
60
50 A
40 A
30 A
20 A

Sobrevivéncia relativa (%)

0 T T T 1
CAT-2 CAB-3 CAT-2 CA B-3
2h 3h

Tempo de exposicao

Figura 42 — Sobrevivéncia relativa de conidios das linhagens T-2 e CA B-3 deC.
acutatumproduzidos por colénias que cresceram no escurone fotoperiodos de 12
(claro/escuro), ap0s duas e trés horas de exposiggdiacdo UVB. Os valores sdo as meé
de trés experimentos independentes e as barraseapam o desvio padrao das mé

4.9. Efeito da exposicdo a luz visivel durante o sienvolvimento deC. acutatum, A.
nidulans e M. acridum, na tolerancia a radiacdo UVB dos conidios produzids

As tolerancias a radiacdo UVB dos conidios dasaljiens CA -2 de C. acutatum,
ATCC 10074 déA. nidulan: e ARSEF 324 dé/. acridumcrescidas no escuro e cresci
com fotoperiodos de 12 h (claro icuro) sdo mostradas na Figure. Apés cinco dias de
crescimento das colonias C. acutatume A. nidulanse doze dias de crescimento pare
colénias deM. acridum os conidios produzidos foram expostos a radiad&@®@ por 1,2 e 3 |
(doses de 6,5, 13 e 19,4 k.2 respectivamente). Os conidios @eacutatur e M. acridum
produzidos por colénias que cresceram no clararfasmnificativamente mais toantes a

radiacdo UVB do que os conidios produzidos porréaque cresceram no escuro, em t
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os tratamentos. A sobrevivéncia dos conidios, dpldsle exposicdo a UVB, produzidos por
C. acutatuncrescido no claro foi 92,87%, enquanto a sobreniiedos conidios produzidos
por coldnias crescidas no escuro foi 79,9P/% (0,0001). Apés duas horas de exposicdo, as
sobrevivéncias foram de 81,73% e 51,99%, para osdios produzidos por colénias
crescidas no claro e no escuro, respectivaméhte {,0001). Apds trés horas de exposicao,
as sobrevivéncias foram de 65,45% e 13,87%, pareon#lios produzidos por col6nias
crescidas no claro e no escuro, respectivaméhte(,0001). O mesmo efeito foi observado
paraM. acridum As sobrevivéncias dos conidios, apos 1 h de &gwms UVB, produzidos
pela linhagem 324 crescida no claro e no escuranfale 85,02% e 62,14% €& 0,0001).
Apo6s duas horas de exposicéo, as sobrevivénciasfde 75,01% e 51,99%, para os conidios
produzidos por colbnias crescidas no claro e narescespectivamentd®(= 0,0001). Apos
trés horas, as sobrevivéncias foram de 52,22% d6%i, para claro e escuro,
respectivamenteP(= 0,0001)A. nidulans10074 apresentou um comportamento diferente do
observado en€. acutatume M. acridum Os conidios produzidos por colénias que cresceram
no escuro foram ligeiramente mais tolerantes doogueonidios produzidos por coldnias que
cresceram no claro. A sobrevivéncia dos conidipdsd h de exposicdo a UV, produzidos
por colbnias crescida no claro e no escuro, foraf5d47% e 52,25%(= 0,014). Apds duas
horas de exposi¢do, as sobrevivéncias foram deb5%2,é 17,00%, para os conidios
produzidos por colénias crescidas no claro e narescespectivamentd? (= 0,093). Apds
trés horas, as sobrevivéncias foram de 0,41% €&&,3&ra os conidios produzidos por

colonias crescidas no claro e no escuro, respectinte P = 0,470).
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Figura 43 — Sobrevivéncia relativa de conidios das linhagens T-2 de C. acutatum
ARSEF 324 deM. acridunr e ATCC 10074 deA. nidulans produzidos por coldnias
cresceram no escuro e por coldénias que cresceranfatoperiodos de 12 h (claro/escul
ap6s uma, duas e trés horas de exposicéo a radiddBqdoses de 6,5, 13 e 19,4 k.2
respectivamente). Oslores sdo as médias de trés experimentos indepesde as barr:
representam o desvio padréo das mi

4.10. Exposicdes de coldnias esporuladas C. acutatum a radiacdo UVB e avaliacao d:
sobrevivéncia dos conidic

A Figura 44mostra a sobrevivéia relativa dos conidios retirados de colonias &
dias deC. acutatumapds 3, 5, 7 e 9 h de exposicdo & irradiancia ded&\800 mW r?
(doses de 19,4, 32,4, 45,4 e 58,3 }? respectivamente). Foram expostas coldnias cres
no escuro e colénias crescidas com fotoperiodon@uamersos na mucilagem produz
pela colbnia, os conidios mostra-se muito mais tolerantes a radiacdo UVB do que d
expostos em suspensao.

Apés 3 h de exposicdo a radiacdo UV, a sobrevivénagaaonidios foi 73,47%
42,62% P = 0,0001) para colbnias que cresceram no claro esearo, respectivamen

Apo6s 5 h de exposicdo, as sobrevivéncias foramBdi8% e 34,90%P = 0,0001), apos 7 h,
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foram de 43,78% e 25,13% = 0,0001) e apds 9 h foram 34,79% e 17,88% (0,008 o

conidios produzidos por colénias que cresceranaro e no escur
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Figura 44 — Sobrevivéncia relativa de conidios da linhagem C-2 de C. acutatum
produzidos por dénias que cresceram no escuro e por colbnias gesceram cor
fotoperiodos de 12 h (claro/escuro), apos trés;ocisete e nove horas de exposicé
radiacdo UVB (doses de 19,4, 32,4, 454 e 58,3 2 respectivamente). Os valores sac
meédias de trégxperimentos independentes e as barras representd@svio padrao de

médias
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5. Discusséo
| - Inativacao fotodinamica de conidios

Embora extremamente promissor, o tratamento fodmdiico antifingico encontra-se
em fase inicial de desenvolvimento (SMIJS, et2009; HUANG et al., 2010; St. Denis et
al., 2011; Dai et al., 2012). Nos ultimos anosnteresse pela area tem aumentado muito,
principalmente devido a selecdo de fungos tolesaates fungicidas atualmente utilizados.
Diversos trabalhos tém reportado a IF de fungos dimersos tipos de FS. A maioria desses
estudos foi conduzidia vitro, com leveduras do géne@andida(JORI et al., 2006; RAGAS
et al., 2010; HUANG et al., 2010, GEROLA et al.120LAM et al., 2011, PRATES et al.,
2011b),CryptococcudSOARES et al., 2011; PRATES et al., 2011a; Dovig@l., 2011,
RODRIGUES et al., 2012) e com dermatofitos do g&né&richophyton (SMIJS;
SCHUITMAKER, 2003; SMIJS et al., 2004; SMIJS et aD07; SMIJS et al., 2008; SMIJS et
al., 2009; SMIJS; PAVEL, 2011), que sao patogénpara humanos.

Novas aplicagbes para o TF de fungos, além do asa @ controle de micoses
localizadas, precisam ser exploradas. Uma posaplelacdo é a utilizacdo do TF para o
controle de fungos fitopatogénicos. Informacdegspeito da IF de fungos fitopatogénicos
sdo extremamente limitadas e foram obtidas apemaex@erimentosn vitro. DiCosmo e
colaboradores (1982) reportaram a IR, vitro, de Alternaria alternata Cladosporium
variabile, Colletotrichum spp Rhizopus nigricansPythium aphanidermatura Saprolegnia
spp., utilizando derivados de tiofeno de ocorrématural, como FS e UVA (320-380 nm)
como fonte de luz. Bourque e colaboradores (198%)rtaram os efeitos do TiA, vitro, de
Fusarium culmorumutilizando como FS a fenileptarina (PHT), um #erd de ocorréncia
natural produzido poBidens pilosa(Asteraceae) e UVA préxima como fonte de luz. O TF
inibiu fortemente a germinagdo dos macroconidias @escimento do micélio do fungo.

Vorobey e Pinchuk (2008) descreveram o Tik,vitro, de Fusarium poaee Fusarium
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culmorum utilizando protoporfirina IX como FS e uma lampadalégena de 150 W m
como fonte de luz. O TF oxidou componentes celsjagdterou a permeabilidade da
membrana e inibiu a germinacéo dos conidios.

No presente trabalho, foi avaliada a eficagm,vitro, do TF com diversos FS
fenotiazinicos, para a inativacdo de conidios dibgpdtégenosC. acutatume C.
gloeosporioide® do ascomiceto-modek. nidulans Também foram avaliados os efeitos do
TF com o psoraleno comercial 8-MOP nas mesmas iesp&dém da escolha do FS mais
apropriado para cada espécie e/ou estrutura, &efido TF antifungico também depende de
estudos nos quais sao determinados parametrosapraigriados para a IF (FUCHS, et al.,
2007; GONZALES, et al., 2010; RODRIGUES et al., 20Na etapa inicial deste trabalho, a
eficacia do TF foi estimada pela CFM do difererii&sem cada dose de luz. Quanto menor a
CFM, mais eficaz foi considerado o FS. Esse tipalo@dagem foi muito conveniente, pois
permitiu avaliar um grande numero de tratamentosarR avaliados os efeitos dos diversos
FS, em varias concentracdes, utilizando-se difesefintes de luz e varias doses por fonte,
nas diversas espécies estudadas. Esse tipo dénsxpter € mais rapido e tem uma execugao
mais facil do que os experimentos nos quais a so@recia apds o TF é determinada pela
contagem das unidades formadoras de colonia.

O TF com os FS fenotiazinicos e com os LED vernselmataram os conidios de
todas as espécies avaliadas. O S137, que é umdeovado pentaciclico ndo comercial do
MB, foi o FS mais eficaz para todas as espécientrBeas diferentes espécies testadas, 0s
fitopatdgenos,C. acutaume C. gloeosporioidesforam as mais tolerante ao TF com
fenotiazinicos. O TF com o 8-MOP e UVB fotoinativoa conidios das duas espéciés.
acutatumfoi a espécie mais tolerante ao TF com esse FS.

Com base nos resultados obtidos nos experimentomisn foram escolhidos os

parametros mais apropriados (e.g., intervalo deax@nacéo do FS e intervalo da dose de luz)
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para a IF dos conidios e foram realizados expetwsenos quais a eficacia do TF foi
determinada pela fracdo de sobreviventes. Os empetos foram conduzidos, utilizando-se
um arranjo de LED vermelho como fonte de luz, oNIMBN e S137 (que foram os FS mais
eficazes nos experimentos iniciais) nas concergsadé 50 uM e 10 uM, respectivamente, e
trés doses de luz (15, 20 e 25 J3nForam avaliadas as tolerancias dos conidiosidas
espécies d€olletotrichume deA. nidulans Tanto o TF com o NMBN como com o S137
foram extremamente eficazes contra as trés espéaesondicdo mais extrema (maior dose
de luz e concentracdo dos FS) a reducdo na soénevavfoi superior a quatro ordens de
grandeza.

Diversas caracteristicas, incluindo o tamanho datlas, as caracteristicas
morfologicas e fisicoquimicas da parede celulagsecaracteristicas fisicoquimicas do FS
podem influenciar a seletividade e a eficacia déerehtes FS (DEMIDOVA; HAMBLIN,
2005b; FUCHS, et al., 2007; HAMBLIN; HASAN, 2004RI, 2006; PAARDEKOOPER, et
al., 1992; SMIJS, et al., 2007; SMIJS, et al., 2008ACHEVA, et al., 2001; USACHEVA,
et al., 2003; USACHEVA, et al., 2008). Um dos fatiue podem ter contribuido para o
sucesso do TF com os fenotiazinicos é a interagie as cargas negativas da parede dos
diferentes fungos e as cargas positivas desse glegeS. Os resultados do potencial zeta
confirmaram a presenca de cargas negativas nafisigeios conidios das diferentes espécies
avaliadas.

A lavagem dos conidios para a remocédo do FS naddig célula, antes da exposicao
a luz, ndo impediu a IF dos conidios com o NMBN 187 indicando que ambos os FS
ligam-se fortemente a célula ou penetram nos comidi analise microscopica dos conidios
mostrou que 0s FS NMBN e S137 penetram rapidanmargeonidios d€. acutatunme deC.
gloeosporioidese acumulam-se diferencialmente em diversas vesicualtoplasmaticas,

provavelmente corpos lipidicos e/ou vacuolos. Aseies deColletotrichumpossuem um
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grande numero de corpos lipidicos em seus conftiosgerminados (MIMS et al. 1995).

Experimentos adicionais de co-localizacdo com sutarantes e com microscopia confocal
deverdo ser feitos para se determinarem as estsutnmde os corantes fenotiazinicos
acumulam-se. O 8-MOP também penetrou rapidamergecoaidios e difundiu-se pelo

citoplasma. Nas condi¢cOes avaliadas (e.g. 100 uMF8lce microscopia de fluorescéncia
convencional) ndo foi observado o acumulo dife@nailo 8-MOP em estruturas

citoplasmaticas ou no nucleo dos conidios. A laegho do ndcleo nos conidios foi
determinada pela coloracdo com DAPI. O nucleo riegrisamente corado pelo DAPI, na
concentracdo 3,5 mM.

Determinar a localizacdo dos FS no interior dosidios é importante para a
compreensao dos mecanismos envolvidos na IF jéogudanos provocados pelas espécies
reativas estao limitados a moléculas e/ou estrmituimamamente ligadas ao FS. Embora os
mecanismos moleculares da IF de fungos que daeroraps efeitos bioldgicos ainda nao
sejam completamente conhecidos, diversos esfoégossido feitos para entender como os
diferentes FS interagem com a célula fungica, tantes como durante a fotossensibilizacao,
e também para determinar os sitios danificadostoTarparede celular como a membrana
plasmatica sdo carregadas negativamente, o queetava ligacdo de FS catibnicos, como 0s
fenotiazinicos (MB, TBO, NMBN e S137). O TBO liga-tistantaneamente a polifosfatos
localizados no lado externo na membrana plasmaéc8accharomyces fragilisapés as
células serem misturadas com solugédo do FS (TIJSSEHI., 1981). Ito e colaboradores
(1977) observaram que o TBO nédo penetra nas célel& cerevisiaee atribuiram toda a
atividade fotodindmica do FS a espécies reativeedgs no meio extracelular, na superficie
externa da célula. Os diferentes FS danificam alaéde leveduras em diferentes sitios
celulares. Por exemplo, o TBO e a eosina Y afetamembrana plasmatica, a laranja de

acridina e os psoralenos causam danos no DNA, iepaohina atua em componentes
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citoplasmaticos. Os estudos a respeito da IF dgofurfilamentosos e de suas diferentes
estruturas especializadas, como conidios, sdo nmemosrosos. Smijs e colaboradores (2009)
observaram danos severos na parede celular e defoes) tanto em microconidios, como em
hifas deTrichophyton rubrumapés o TF letal com o FS catibnico Sylsens B.fé€itae
fungicida ocorreu apos a ligacdo da porfirina, {peminente carregada, com a superficie
externa da parede celular, que € negativamentegeata. Gonzales e colaboradores (2010)
reportaram a IF de conidios ée nidulanse do fungo entomopatogénibh anisopliaecom
0os FS MB e TBO. A lavagem para a retirada do FSligado reduziu a IF dé&. nidulans
mas teve um efeito muito menor évh anisopliag o que indica que os conidios das duas
espécies interagem de maneira diferente com os FS.

Embora os fenotiazinicos estejam entre os FS msausl@los (WAINWRIGHT, et al.,
2006; WAINWRIGHT, et al., 2007), esse foi o printeirabalho que avaliou os efeitos do TF
com os FS NMBN e S137 em conidios de fungos. Tamfeéra primeira avaliacdo dos
efeitos do TF com o 8-MOP em conidios de fitopatdge

N&o existem informacdes na literatura a respeitaisio do TF para o controle de
fitopatégeno, em condicbes de campo, nem avaliagosesdanos do TF nos hospedeiros
vegetais. Nos experimentos de campo, o FS devedigado pela radiacdo solar e ndo por
fontes de luz artificiais, como os LED e os lasqtge séo utilizadas na terapia fotodinamica
antimicrobiana. Como os FS terdo que ser aplicadosareas extensas, € interessante que
sejam baratos e que possam ser obtidos em graadéidpde. Também é fundamental que
nao provoquem danos significativos no hospedeigeta. Nesse contexto, foi verificada a
possibilidade de se obterem FS, como as furanodu@&sae cumarinas, a partir de produtos,
subprodutos e residuos industriais do processansmtimao Tahiti. Nos experimentos
iniciais, conduzidos para avaliar a presenca ddsSa%os principais produtos, subprodutos e

residuos, foi verificado que as cumarinas e/owembcumarinas estao presentes nos 6leos
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(sub-produtos) e na agua da saida da concentrag@sfduo de descarte). Como é produzido
em grande quantidade e ndo tem valor comercia, ressduo o mesmo foi escolhido para a
extracdo de cumarinas e furanocumarinas.

Por meio de novas extracdes feitas a partir de olonme maior de agua da saida da
concentradora, foram isoladas duas frac6es conteundarinas e furanocumarinas. Os dados
espectroscopicos sugeriram que uma das fracbes §Fdgnstituida pelas cumarinas 7-
metoxicumarina (@HsOz3) e 5,7-dimetoxicumarina (@H1004), na proporcéo de 3:1 e a outra
fracdo (F2) é constituida pela furanocumarina isppielina (GsH100s). O passo seguinte
foi avaliar os efeitos do TF com essas duas frag@esobrevivéncia dos conidios do
fitopatogenoC. acutatume deA. nidulans A fim de simular as condicbes de campo, em vez
de lampadas, o sol foi utilizado como fonte de Az duas fracdes fotoinativaram os conidios
das duas espécies. Na maior concentracdo avaliddapuM), ambas reduziram a
sobrevivéncia dos conidios das duas espécies, @mnmnos quatro ordens de grandeza.
Esses valores foram semelhantes aos obtidos camamotumarina comercial 8-MOP, que
foi utilizado como controle positivo nos experinestO sucesso na obtencéo de FS eficazes
para a IF de espécies de fitopatdgenos que causangaks enCitrus a partir de um residuo
da prépria industria citricola, tem um forte apadicado.

Para a utilizacdo de um FS, tanto para o cont®lmidoses localizadas em humanos
como no campo, para o controle de fitopatdgenaso&ssario que esse FS cause poucos
danos no hospedeiro. NGs avaliamos os efeitoslaaedo dos FS fenotiazinicos, do 8-MOP
e das fragBes extraidas do liméo (F1 e F2) emdddaltas de mudas de laranja p€rgs
sinensi¥. Soluc¢des de todos os FS, com concentracdesesajoe as necessarias para matar
os fungos, foram aplicadas na superficie supedsrfdlhas e as plantas foram expostas a um
regime normal de insolacdo por diversos dias. Nentano ou alteracdo morfolégica nas

folhas foi observado em nenhum dos tratamentosolAafé totalmente recoberta pela
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cuticula. Na folha adulta dgitrus, a cuticula tem espessura de 4,2 e 3,9 4 um eatixial
e abaxial, respectivamente (BOARETTO e colabora]d2803). A cuticula apresenta uma
composicdo quimica complexa, sendo constituida qubina, polimeros de carboidratos
(pectina e celulose) e, principalmente, por cekasera da superficie e a incrustrada na cutina
representam 4 e 6% do peso da cuticula. Os hidrocetos representam 40% e os ésteres e
alcoois 50% do peso da cera epicuticular. A cutiug, se localiza na parte mais externa da
cuticula € 80% constituida por acidos graxos hithdms, unidos por ligacdes de ésteres que
conferem a cutina uma pronunciada carga negati@ARETTO e colaboradores, 2003).
Caso os FS néo a atravessem a cuticula, as cdllatha estardo suficientemente distantes
do FS para ndo serem danificadas pelas espéciesmsede oxigénio produzidas durante o
TF. A analise histoldgica de cortes transversaifoliea de laranja pera, apos a aplicacdo dos
FS fenotiazinicos, mostrou que o0s corantes naoessam a cuticula da folha. Novos
experimentos com aplicagcbes em uma area maioradiape em outras estruturas e/ou fases
do desenvolvimento ainda devem ser realizados quagahaja uma avaliagdo mais completa
dos efeitos do TF na planta.

A obtencéo de fotossensibilizadores por meio depumsesso de extracao simples e
economicamente viavel a partir de um residuo selor \v@mercial, a comprovacado da
eficacia desses FS para a IF de fitopatdbgenos enstatacdo da auséncia de danos no

hospedeiro vegetal viabilizam a continuidade désbka de pesquisa.
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Il - Fotobiologia de C. acutatum

A radiacao solar € um dos principais fatores capazecontrolar as populacdes de
fungos, limitando a sobrevivéncia e a dispersa@sjp#cies patogénicas no meio ambiente
(BRAGA et al., 2006). O presente trabalho mostroa gxposi¢cdes por poucas horas a uma
intensidade de radiacdo de UVB facilmente encoatreximeio ambiente, mesmo em regides
temperadas, sao suficientes para inativar os amidie todas as linhagens @e acutatum
avaliadas. Com base nesses resultados, pode-saulespgue a radiacdo solar € um fator
importante no controle de populacdes naturaisdietotrichumspp. Estudos conduzidos
com conidios de outros géneros de ascomicetos, é@pergillusspp. eMetarhiziumspp.
mostraram que além de matar os conidios, expos®gdi@etais a radiacdo UV provocam
danos no DNA gue atrasam a germinacao e, no casspéeies patogénicas, podem reduzir a
viruléncia dos conidios sobreviventes (NASCIMENTOa&, 2010). Apesar de todas as
linhagens deColletotrichumavaliadas terem sido isoladas no estado de Sdo, Rantro de
um intervalo de latitude pequeno, foi observada difeaxenca significativa entre a tolerancia
dos conidios das diferentes linhagens. Estudos&zadalk com outras espécies de fungos
mostraram que a origem geografica, o habitat espdueiro do qual a linhagem foi isolada
influenciam a tolerancia a fatores ambientais geexslde estresse, como a radiagdao UV e o
calor (BRAGA et al., 2001b; RANGEL et al., 2005a,8pnsta nos planos do laboratério a
avaliacdo da tolerancia de um numero maior de d¢jehs deColletotrichumspp. isoladas de
diferentes hospedeiros e provenientes de uma fiaés ampla de latitude.

A exposicdo a luz visivel durante o desenvolvimesgdColletotricum aumentou a
producdo de conidios, a produgcdo de mucilagemogegihcia a radiagdo UVB dos conidios
produzidos. Os conidios das duas linhagens avaliadescidas no claro, foram, em média,
duas vezes mais tolerantes a radiacdo UVB do queowklios produzidos por coldnias

crescidas no escuro. O efeito da exposi¢cdo a Isixelidurante o desenvolvimento varia
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muito entre diferentes espécies de fungos e mesire diferentes linhagens da mesma
espécie. O presente trabalho também avaliou a E&posa luz visivel durante o
desenvolvimento deM. acridum e A. nidulans O fungo entomopatogénichl. acridum
apresentou resultado semelhante ao do fitopato@eracutatum A. nidulansmostrou um
comportamento diferente, jA que os conidios prathiszpor colonias crescidas no claro nao
foram mais tolerantes a radiacdo UVB. O aumenttl@aancia a radiacdo induzido pela luz
visivel ja havia sido observado em outras espéRiasgel e colaboradores (2011) verificaram
que a exposicao a luz visivel durante o desenvelvion do fungo entomopatogénidab.
robertsii aumentou de maneira significativa a toleranciaadiacdo UVB e ao calor dos
conidios, mas ndo aumentou a producéo de conidios.

Os conidios deC. acutatumsao produzidos em associacdo com uma matriz
hidrossolivel composta principalmente por polisddeas e proteinas (NICHOLSON;
MORAES, 1980). No presente trabalho, nos experiosemjue avaliaram a tolerancia a
radiacdo UV, os conidios foram suspensos em soldegdloveen, de modo que a mucilagem
gue os envolve foi removida durante o preparo depensdes. Como 0 aumento na
tolerancia, induzido pela luz, foi observado emidms nos quais a mucilagem foi removida
€ evidente que outros fatores celulares induzif@é&m do possivel efeito fotoprotetor da
mucilagem) também estdo envolvidos na tolerancradéacdo solar enC. acutatum A
inducdo de fotoprotetores pela luz visivel, coman&sosporinas, foi observada em diversas
espécies de fungos, incluindo-se as espécies do ergénColletotrichum
(BANDARANAYAKE, 1998; OREN; GUNDE-CIMERMAN, 2007).

A analise do espectro de absor¢cdo mostrou que dagerm apresenta forte absorgéo
na regiao do UV do espectro. Isso permite especuiara mesma funcione como um filtro
solar e que os conidios, quando imersos na mupilagpresentem uma maior toleréncia a

radiacdo e consequentemente uma maior persis@mbigntal. Os resultados mostraram que
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0os conidios imersos na mucilagem foram muito materdntes a radiacdo UV
(BANDARANAYAKE, 1998; OREN; GUNDE-CIMERMAN, 2007).Estudos conduzidos
com outras espécies de fungos fitopatogénicos arastr que a matriz esta envolvida na
tolerancia dos conidios a radiacdo solar, a vaemcle temperatura e a dissecacéo

(MONDAL; PARBERY, 2005).
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APENDICES

APENDICE A — Comparacdes entre as médias das fracdes de s@breiai de células das
espécies de€olletotrichume A. nidulanscom o FS NMBN. Os conidios foram incubados
com o FS e, a sequir, lavados ou néo para retdadecesso de FS, antes de serem expostas

as diferentes doses de luz (LED600)

Comparacdes Diferenca entre as médias P — Valor
(lavado x ndo lavado) 15 J &&. acutatum 0,00 0,99
(lavado x ndo lavado) 20 J &®. acutatum 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 25 J &t. acutatum 0,00 1,00
(15 x 20 J crii) lavadoC. acutatum 0,00 0,99
(15 x 25 J crii) lavadoC. acutatum 0,00 0,99
(20 x 25 J crii) lavadoC. acutatum 0,00 1,00
(15 x 20 J crii) ndo lavaddC. acutatum 0,00 1,00
(15 x 25 J crii) ndo lavaddC. acutatum 0,00 1,00
(20 x 25 J cii) ndo lavaddC. acutatum 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 15 J &t gloeosporioides 0,00 0,99
(lavado x ndo lavado) 20 J &t. gloeosporioides 0,00 1,00
(lavado x no lavado) 25 J &®&. gloeosporioides 0,00 1,00
(15 x 20 J crii) lavadoC. gloeosporioides 0,00 0,99
(15 x 25 J crii) lavadoC. gloeosporioides 0,00 0,99
(20 x 25 J cii) lavadoC. gloeosporioides 0,00 1,00
(15 x 20 J crii) ndo lavaddC. gloeosporioides 0,00 1,00
(15 x 25 J cii) ndo lavadcC. gloeosporioides 0,00 1,00
(20 x 25 J cii) ndo lavaddC. gloeosporioides 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 15 J . nidulans 0,00 0,99
(lavado x ndo lavado) 20 J . nidulans 0,00 1,00

Continua
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Concluséo

(lavado x ndo lavado) 25 J @m. nidulans
(15 x 20 J crii) lavadoA. nidulans

(15 x 25 J crii) lavadoA. nidulans

(20 x 25 J crii) lavadoA. nidulans

(15 x 20 J crii) ndo lavadd. nidulans
(15 x 25 J crfl) ndo lavadd\. nidulans

(20 x 25 J crfi) ndo lavadd\. nidulans

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

1,00
0,99
0,98
1,00
1,00
1,00

1,00
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APENDICE B — Comparacdes entre as médias das fracdes de s@beiai de células das
espécies d€olletotrichume A. nidulanscom o FS S137. Os conidios foram incubados com o
FS e, a sequir, lavados ou ndo para retirada dessacde FS, antes de serem expostas as

diferentes doses de luz (LED600)

Comparacdes Diferenca entre as médias P — Valor
(lavado x ndo lavado) 15 J &f. acutatum 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 20 J &®. acutatum 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 25 J &t. acutatum 0,00 1,00
(15 x 20 J crii) lavadoC. acutatum 0,00 1,00
(15 x 25 J crii) lavadoC. acutatum 0,00 1,00
(20 x 25 J crii) lavadoC. acutatum 0,00 1,00
(15 x 20 J crii) ndo lavaddC. acutatum 0,00 1,00
(15 x 25 J crii) ndo lavaddC. acutatum 0,00 1,00
(20 x 25 J crii) ndo lavaddC. acutatum 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 15 J &t. gloeosporioides 0,00 0,99
(lavado x ndo lavado) 20 J &t. gloeosporioides 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 25 J &®. gloeosporioides 0,00 1,00
(15 x 20 J crii) lavadoC. gloeosporioides 0,00 0,99
(15 x 25 J crii) lavadoC. gloeosporioides 0,00 0,99
(20 x 25 J crii) lavadoC. gloeosporioides 0,00 1,00
(15 x 20 J cii) ndo lavaddC. gloeosporioides 0,00 1,00
(15 x 25 J cii) ndo lavaddC. gloeosporioides 0,00 1,00
(20 x 25 J cii) ndo lavaddC. gloeosporioides 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 15 J . nidulans 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 20 J @. nidulans 0,00 1,00
(lavado x ndo lavado) 25 J @m. nidulans 0,00 1,00

Continua
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Concluséao

(15 x 20 J crii) lavadoA. nidulans
(15 x 25 J crii) lavadoA. nidulans
(20 x 25 J crii) lavadoA. nidulans
(15 x 20 J crii) ndo lavadd. nidulans
(15 x 25 J cii) ndo lavadd. nidulans

(20 x 25 J crfl) ndo lavadd\. nidulans

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
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APENDICE C — Comparaces entre as médias das fracdes de s@meiaivdos conidios de
Colletotrichum acutatuncom os FS 8-MOP, F1 e F2. Os conidios foram indod@om o FS
e, a seguir, lavados ou ndo para retirada do excdssFS, antes de serem expostas as

diferentes doses de luz (Sol) os experimentos foeatizados nos dias 03 e 17 de abril de

2012
Comparacdes Diferenca entre as médias P — Valor
(lavado x néo lavado) 1 h 8-MOP (50 uM)
03/04/2012 0.03 0,0001
(lavado x néo lavado) 2 h 8-MOP (50 uM)
03/04/2012 0.00 0.29
(lavado x ndo lavado) 1 h F1 (12,5 mgL
03/04/2012 0.53 0,0001
(lavado x ndo lavado) 2 h F1 (12,5 mg L
03/04/2012 0,03 0.01
(lavado x néo lavado) 1 h F2 (50 uM) 03/04/2012 00,1 0,0001
(lavado x ndo lavado) 2 h F2 (50 uM) 03/04/2012 20,0 0,03
(25 UM x 50 uM) néo lavado 8-MOP 1h 03/04/2012 0,00 0,34
(25 uM x 50 uM) nao lavado 8-MOP 2h 03/04/2012 0,00 0,99
(6,25 mg * x 12,5 mg [*) ndo lavado F1 1h
03/04/2012 0.06 0.0001
(6,25 mg [* x 12,5 mg [*) n&o lavado F1 2h
03/04/2012 0.00 0.69
(25 UM x 50 uM) néo lavado F2 1h 03/04/2012 0,12 0001
(25 uM x 50 pM) nao lavado F2 2h 03/04/2012 0,21 0001
(lavado x nédo lavado) 1 h 8-MOP (50 pM)
17/04/2012 0,05 0,0001
(lavado x néo lavado) 2 h 8-MOP (50 uM)
17/04/2012 0,00 0,0002
(lavado x ndo lavado) 1 h F1 (12,5 mg L 0.49 0,0001

17/04/2012

Continua
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Conclusao

(lavado x ndo lavado) 2 h F1 (12,5 mg L
17/04/2012

(lavado x néo lavado) 1 h F2 (50 uM) 17/04/2012
(lavado x ndo lavado) 2 h F2 (50 uM) 17/04/2012
(25 UM x 50 uM) néo lavado 8-MOP 1h 17/04/2012
(25 UM x 50 uM) néo lavado 8-MOP 2h 17/04/2012

(6,25 mg [* x 12,5 mg [*) ndo lavado F1 1h
17/04/2012

(6,25 mg [* x 12,5 mg [*) n&o lavado F1 2h
17/04/2012

(25 UM x 50 uM) néo lavado F2 1h 03/04/2012

(25 UM x 50 uM) néo lavado F2 2h 03/04/2012

0,04

20,2
30,0
0,00

0,00

0,11

0,00

0,17

0,19

0,01

0,0001
0,04
0,46

0,99

0,0001

0,91

0001

0001
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APENDICE D — Comparacgées entre as médias das fracdes de s@meiaivdos conidios de

Aspergillus nidulangom os FS 8-MOP, F1 e F2. Os conidios foram indab&om o FS e, a

seguir, lavados ou ndo para retirada do excessedantes de serem expostas as diferentes

doses de luz (Sol) os experimentos foram realizadeglias 03 e 17 de abril de 2012

P — Valor

Comparacdes Diferenca entre as médias
(lavado x néo lavado) 1 h 8-MOP (50 uM) 0.00
03/04/2012 '
(lavado x néo lavado) 2 h 8-MOP (50 uM) 0.00
03/04/2012 ’
(lavado x ndo lavado) 1 h F1 (12,5 mgL 0.00
03/04/2012 '
(lavado x ndo lavado) 2 h F1 (12,5 mg L 0.00
03/04/2012 '
(lavado x néo lavado) 1 h F2 (50 uM) 03/04/2012 00,0
(lavado x ndo lavado) 2 h F2 (50 uM) 03/04/2012 00,0
(25 UM x 50 uM) néo lavado 8-MOP 1h 03/04/2012 0,00
(25 uM x 50 uM) nao lavado 8-MOP 2h 03/04/2012 0,00
(6,25 mg * x 12,5 mg [*) ndo lavado F1 1h 0.00
03/04/2012 ’

(6,25 mg [* x 12,5 mg [*) ndo lavado F1 2h 0.00
03/04/2012 '

(25 UM x 50 uM) néo lavado F2 1h 03/04/2012 0,00
(25 uM x 50 pM) nao lavado F2 2h 03/04/2012 0,00
(lavado x nédo lavado) 1 h 8-MOP (50 pM) 0.00
17/04/2012 '
(lavado x néo lavado) 2 h 8-MOP (50 uM) 0.00
17/04/2012 '
(lavado x ndo lavado) 1 h F1 (12,5 mg L 0.00
17/04/2012 ’
(lavado x ndo lavado) 2 h F1 (12,5 mig) L 0.00

17/04/2012

Continua

0,93

0,99

0,94

0,99

0,97
0,99
0,99

0,99

0,99

0,99

960,

920,

0,32

0,91

0,92

0,99
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Concluséo

(lavado x ndo lavado) 1 h F2 (50 uM) 17/04/2012
(lavado x ndo lavado) 2 h F2 (50 uM) 17/04/2012
(25 UM x 50 pM) n&o lavado 8-MOP 1h 17/04/2012
(25 UM x 50 uM) néo lavado 8-MOP 2h 17/04/2012

(6,25 mg * x 12,5 mg [*) n&o lavado F1 1h
17/04/2012

(6,25 mg [* x 12,5 mg [*) n&o lavado F1 2h
17/04/2012

(25 pM x 50 M) nio lavado F2 1h 03/04/2012

(25 pM x 50 M) nio lavado F2 2h 03/04/2012

00,0
00,0
0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,54
0,88
0,95

0,97

0,99

0,99

490,

230,
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APENDICE E — Comparacdes entre as médias da sobrevivénciivaeti 5 linhagens de

Colletotrichum acutaturapés exposicéo as doses de 6,5, 13, 19,4, 259k387 de UVB

Comparacdes Diferenca entre as médias P — Valor
(CA 1209 x CA MG-1) tempo de exposicdo 1 h -9,09 010,
(CA 1209 x CA MG-1) tempo de exposicdo 2 h -1,01 670,
(CA 1209 x CA MG-1) tempo de exposicdo 3 h -3,30 170,
(CA 1209 x CA MG-1) tempo de exposicdo 4 h -0,99 710,
(CA 1209 x CA MG-1) tempo de exposicdo 6 h 0,00 01,0
(CA 1209 x CA T-2) tempo de exposicdo 1 h -12,41 0001
(CA 1209 x CA T-2) tempo de exposicdo 2 h -17,62 0001
(CA 1209 x CA T-2) tempo de exposigao 3 h -10,92 0001
(CA 1209 x CA T-2) tempo de exposicdo 4 h -4,64 50,0
(CA 1209 x CA T-2) tempo de exposicdo 6 h 0,00 1,00
(CA 1209 x CA B-3) tempo de exposi¢do 1 h 9,48 0,01
(CA 1209 x CA B-3) tempo de exposi¢cédo 2 h 11,12 0010
(CA 1209 x CA B-3) tempo de exposi¢cdo 3 h -5,562 20,0
(CA 1209 x CA B-3) tempo de exposi¢cdo 4 h 0,01 1,00
(CA 1209 x CA B-3) tempo de exposi¢céo 6 h 0,00 1,00
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposi¢do 1 h -11,89 00@1
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposi¢cdo 2 h -20,40 00@1
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposicdo 3 h -1,74 60,4
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposicdo 4 h -0,41 60,8
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposi¢cdo 6 h 0,00 1,00
(CA B-3 x CA MG-1) tempo de exposi¢do 1 h -18,57 0001
(CA B-3 x CA MG-1) tempo de exposicdo 2 h -12,12 0001
(CA B-3 x CA MG-1) tempo de exposicdo 3 h 2,22 0,35
(CA B-3 x CA MG-1) tempo de exposi¢céo 4 h -1,00 10,7

Continua
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(CA B-3 x CA MG-1) tempo de exposicéo 6 h
(CA B-3 x CA P-4) tempo de exposi¢cdo 1 h
(CA B-3 x CA P-4) tempo de exposicédo 2 h
(CA B-3 x CA P-4) tempo de exposicdo 3 h
(CA B-3 x CA P-4) tempo de exposicédo 4 h
(CA B-3 x CA P-4) tempo de exposicédo 6 h
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposi¢do 1 h
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposicdo 2 h
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposi¢cdo 3 h
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposi¢do 4 h
(CA 1209 x CA P-4) tempo de exposi¢do 6 h
(CA MG-1 x CA P-4) tempo de exposi¢cdo 1 h
(CA MG-1 x CA P-4) tempo de exposi¢céo 2 h
(CA MG-1 x CA P-4) tempo de exposi¢cdo 3 h
(CA MG-1 x CA P-4) tempo de exposi¢céo 4 h
(CA MG-1 x CA P-4) tempo de exposi¢céo 6 h
(CA MG-1 x CA T-2) tempo de exposicdo 1 h
(CA MG-1 x CA T-2) tempo de exposicdo 2 h
(CA MG-1 x CA T-2) tempo de exposicdo 3 h
(CA MG-1 x CA T-2) tempo de exposicdo 4 h
(CA MG-1 x CA T-2) tempo de exposicdo 6 h
(CA P-4 x CAT-2) tempo de exposicdo 1 h
(CA P-4 x CA T-2) tempo de exposicdo 2 h
(CA P-4 x CA T-2) tempo de exposicdo 3 h
(CA P-4 x CA T-2) tempo de exposicdo 4 h
(CA P-4 x CA T-2) tempo de exposicdo 6 h
(tempo de exposicdo 1 h x 2 h) CA 1209

Continua

0,00
-21,37
-31,52

3,78

-0,42

0,00
-21,89
-28,74

-5,40

-4,65

0,00

-2,80
-19,40

1,56

0,58

0,00
-3,32
-16,61
-7,62
-3,65

0,00

-0,52

2,78

-9,18

-4,23

0,00

50,02

1,00
0010
0010

0,12

0,86

1,00

oo0@
o0@
30,0
50,0
1,00
40,2
0001

0,51

0,83

1,00

70,1
0001

10,0

70,1

1,00

0,83

0,24

0100

0,08

1,00

0,0001
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(tempo de exposicdo 1 h x 3 h) CA 1209 77,91 0,0001
(tempo de exposicdo 1 h x 4 h) CA 1209 82,34 0,0001
(tempo de exposicdo 1 h x 6 h) CA 1209 84,77 0,0001
(tempo de exposicdo 2 h x 3 h) CA 1209 27,89 0,0001
(tempo de exposicdo 2 h x 4 h) CA 1209 32,32 0,0001
(tempo de exposicdo 2 h x 6 h) CA 1209 34,75 0,0001
(tempo de exposicdo 3 h x 4 h) CA 1209 4,43 0,07
(tempo de exposicdo 3 h x 6 h) CA 1209 6,86 0,01
(tempo de exposicdo 4 h x 6 h) CA 1209 2,43 0,31
(tempo de exposicdo 1 h x 2 h) CA B-3 51,66 0,0001
(tempo de exposicédo 1 h x 3 h) CA B-3 62,92 0,0001
(tempo de exposicdo 1 h x 4 h) CA B-3 72,87 0,0001
(tempo de exposicdo 1 h x 6 h) CA B-3 75,29 0,0001
(tempo de exposicéo 2 h x 3 h) CA B-3 11,26 0,0001
(tempo de exposicdo 2 h x 4 h) CA B-3 21,21 0,0001
(tempo de exposicdo 2 h x 6 h) CA B-3 23,63 0,0001
(tempo de exposicéo 3 h x 4 h) CA B-3 9,95 0,01
(tempo de exposicédo 3 h x 6 h) CA B-3 12,37 0,0001
(tempo de exposicdo 4 h x 6 h) CA B-3 2,42 0,31
(tempo de exposicdo 1 h x 2 h) CA MG-1 58,11 0,0001
(tempo de exposicédo 1 h x 3 h) CA MG-1 83,71 0,0001
(tempo de exposicdo 1 h x 4 h) CA MG-1 90,44 0,0001
(tempo de exposicdo 1 h x 6 h) CA MG-1 93,86 0,0001
(tempo de exposicéo 2 h x 3 h) CA MG-1 25,60 0,0001
(tempo de exposicdo 2 h x 4 h) CA MG-1 32,34 0,0001
(tempo de exposicdo 2 h x 6 h) CA MG-1 35,76 0,0001
(tempo de exposicdo 3 h x 4 h) CA MG-1 6,73 0,01

Continua
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Conclusao

(tempo de exposicdo 3 h x 6 h) CA MG-1

(tempo de exposicdo 4 h x 6 h) CA MG-1

(tempo de exposicdo 1 hx 2 h) CA P-4
(tempo de exposicdo 1 h x 3 h) CA P-4
(tempo de exposicdo 1 h x 4 h) CA P-4
(tempo de exposicdo 1 h x 6 h) CA P-4
(tempo de exposic¢édo 2 h x 3 h) CA P-4
(tempo de exposicdo 2 h x 4 h) CA P-4
(tempo de exposicdo 2 h x 6 h) CA P-4
(tempo de exposic¢édo 3 h x4 h) CA P-4
(tempo de exposicdo 3 h x 6 h) CA P-4
(tempo de exposicdo 4 h x 6 h) CA P-4
(tempo de exposicdo 1 hx 2 h) CAT-2
(tempo de exposicdo 1 hx 3 h) CAT-2
(tempo de exposicdo 1 hx 4 h) CAT-2
(tempo de exposicdo 1 hx 6 h) CAT-2
(tempo de exposicdo 2 hx 3 h) CAT-2
(tempo de exposicdo 2 hx 4 h) CAT-2
(tempo de exposicdo 2 hx 6 h) CAT-2
(tempo de exposicdo 3 h x4 h) CAT-2
(tempo de exposicdo 3 hx 6 h) CAT-2

(tempo de exposicdo 4 hx 6 h) CAT-2

10,15
3,42
41,51
88,06
93,82
96,66
46,56
52,31
55,15
5,76
8,60
2,84
44,81
79,40
90,11
97,18
34,59
45,30
52,37
10,70
17,78

7,07

0,0001
0,20
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,02
0,01
0,23
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001

0,01
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APENDICE F — Comparacdo entre as médias do numero de conidamizidos por
coloénias que cresceram expostas a luz visivel (X2ato/12 h escuro) ou em completa

escuridao

Comparacdes Diferenca entre as médias P — Valor

CA T-2 claro x escuro 1,338 0,001
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APENDICE G — Comparacdes entre as médias da sobrevivénciavaetde conidios das
linhagens CA T-2 e CA B-3 dé. acutatunproduzido por colbnias que cresceram no escuro

e com fotoperiodos de 12 h (claro/escuro), apos @éuaés horas de exposicdo a radiacao

UvB
Comparacdes Diferenca entre as médias P — Valor
(CA B-3 claro x escuro) tempo de exposicédo 2 h b3,5 0,0001
(CA B-3 claro x escuro) tempo de exposi¢ao 3 h 85,9 0,0001
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposicao 2 h @6,9 0,0001
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposicao 3 h A3,8 0,0001
(CA B-3 tempo de exposicéo 2 h x 3h) claro 35,69 ,0001
(CA B-3 tempo de exposigéo 2 h x 3h) escuro 18,12 ,010
(CA T-2 tempo de exposicdo 2 h x 3h) claro 28,35 0001

(CA T-2 tempo de exposigao 2 h x 3h) escuro 25,33 ,00a1
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APENDICE H — Comparacdes entre as médias da sobrevivénciavaetde conidios das

linhagens CA T-2 d€. acutatumARSEF 324 dél. acridume ATCC 10074 d@. nidulans

produzidos por colbnias que cresceram no escurarecplonias que cresceram com

fotoperiodos de 12 h (claro/escuro), ap0s uma, duess horas de exposicdo a radiacao UV-

B
Comparacoes Diferenca entre as médias P — Valor
(A. nidulansclaro x escuro) tempo de exposi¢ao 1h -6,781 0,014
(A. nidulansclaro x escuro) tempo de exposi¢ao 2h -4,553 0,093
(A. nidulansclaro x escuro) tempo de exposicao 3h -1,927 0,470
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposicao 1h 12,90 0,0001
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposicdo 2h Z2B,73 0,0001
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposi¢ao 3h R 57 0,0001
(M. acridumclaro x escuro) tempo de exposi¢ao 1lh 22,881 Q,000
(M. acridumclaro x escuro) tempo de exposi¢ao 2h 34,330 @,000
(M. acridumclaro x escuro) tempo de exposi¢ao 3h 21,061 @,000
(A. nidulanstempo de exposicdo 1h x 2h) claro 33,022 0,0001
(A. nidulanstempo de exposicdo 1h x 3h) claro 45,066 0,0001
(A. nidulanstempo de exposi¢éo 2h x 3h) claro 12,044 0,0001
(CA T-2 tempo de exposicdo 1h x 2h) claro 11,146 000,
(CA T-2 tempo de exposicdo 1h x 3h) claro 27,423 0001
(CA T-2 tempo de exposicdo 2h x 3h) claro 16,277 0001
(M acridumtempo de exposi¢ao 1h x 2h) claro 10,015 0,001
(M acridumtempo de exposi¢ao 1h x 3h) claro 32,800 0,0001
(M acridumtempo de exposi¢ao 2h x 3h) claro 22,785 0,0001
(A. nidulanstempo de exposig&o 1h x 2h) escuro 35,250 0,0001
(A. nidulanstempo de exposicéo 1h x 3h) escuro 49,920 0,0001
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(A. nidulanstempo de exposi¢&o 2h x 3h) escuro
(CA T-2 tempo de exposicdo 1h x 2h) escuro
(CA T-2 tempo de exposicdo 1h x 3h) escuro
(CA T-2 tempo de exposicdo 2h x 3h) escuro
(M acridumtempo de exposi¢ao 1h x 2h) escuro
(M acridumtempo de exposi¢ao 1h x 3h) escuro
(M acridumtempo de exposi¢ao 2h x 3h) escuro

(A nidulanstempo de exposi¢cédo 1h x CA T-2 tempo
de exposicao 1h) claro

(A nidulanstempo de exposi¢édo 2h x CA T-2 tempo
de exposicao 2h) claro

(A nidulanstempo de exposi¢cédo 3h x CA T-2 tempo
de exposicao 3h) claro

(A nidulanstempo de exposi¢gédo 1h x CA T-2 tempo
de exposicao 1h) escuro

(A nidulanstempo de exposi¢cédo 2h x CA T-2 tempo
de exposicao 2h) escuro

(A nidulanstempo de exposi¢cédo 3h x CA T-2 tempo
de exposicao 3h) escuro

(A nidulanstempo de exposi¢do 1hw acridum
tempo de exposicao 1h) claro

(A nidulanstempo de exposi¢cdo 2h\ acridum
tempo de exposic¢ao 2h) claro

(A nidulanstempo de exposi¢do 3h\ acridum
tempo de exposicdo 3h) claro

(A nidulanstempo de exposi¢cdo 1hW acridum
tempo de exposicao 1h) escuro

(A nidulanstempo de exposi¢cédo 2h\vk acridum
tempo de exposicao 2h) escuro

(A nidulanstempo de exposi¢cdo 3h\W acridum
tempo de exposicéo 3h) escuro

(CA T-2 tempo de exposicdo 1hHk acridumtempo
de exposicao 1h) claro

Continua

14,670
27,976
66,093
38,117
21,464
30,980

9,516

-47,402

-69,278

-65,045

-27,714

-34,988

-11,541

-39,552

-62,559

-51,817

-9,890

-23,676

-28,830

7,850

0,0001
,0001
,0001
,0001

0,0001

0,0001

0,001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,001

0,0001

0,0001

0,005
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(CA T-2 tempo de exposicdo 2hHk acridumtempo
de exposicao 2h) claro

(CA T-2 tempo de exposicdo 3Hk acridumtempo
de exposicao 3h) claro

(CA T-2 tempo de exposicdo 1hHk acridumtempo
de exposicao 1h) escuro

(CA T-2 tempo de exposicdo 2hHk acridumtempo
de exposicao 2h) escuro

(CA T-2 tempo de exposicdo 3Hk acridumtempo
de exposi¢cao 3h) escuro

6,719

13,228

17,824

11,312

-17,289

0,015

0,0001

0,0001

0,000

0,0001
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APENDICE | — Comparacdes entre as médias da sobrevivénciavaelde¢ conidios da
linhagem CA T-2 deC. acutatumproduzidos por colbnias que cresceram no escypor e
colénias que cresceram com fotoperiodos de 12aho{elscuro), apos trés, cinco, sete e nove

horas de exposicdo a radiacdo UVB

Comparacdes Diferenca entre as médias P — Valor
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposi¢ao 3h 33,50 0,0001
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposicdo 5h 31,61 0,0001
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposi¢cao 7h 16,78 0,0001
(CA T-2 claro x escuro) tempo de exposicao 9h 16,27 0,0001
(CA T-2 tempo de exposicao 3 h x 5h) claro 14,46 010,
(CA T-2 tempo de exposicao 3 h x 7h) claro 34,65 0001
(CA T-2 tempo de exposicdo 3 h x 9h) claro 44,66 0001
(CA T-2 tempo de exposi¢ao 5 h x 7h) claro 20,19 0001
(CA T-2 tempo de exposic¢ao 5 h x 9h) claro 30,20 0001
(CA T-2 tempo de exposicdo 7 h x 9h) claro 10,00 010,
(CA T-2 tempo de exposicdo 3 h x 5h) escuro 12,57 ,010
(CA T-2 tempo de exposigao 3 h x 7h) escuro 17,93 ,00a1
(CA T-2 tempo de exposicdo 3 h x 9h) escuro 27,42 ,00ai
(CA T-2 tempo de exposicdo 5 h x 7h) escuro 5,36 100,
(CA T-2 tempo de exposigao 5 h x 9h) escuro 14,85 ,010

(CA T-2 tempo de exposicdo 7 h x 9h) escuro 9,49 010,




