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DETECCAO, CARACTERIZACAO E PURIFICACAO PARCIAL DE TOXINA
KILLER PRODUZIDA POR Sporobolomyces koalae

RESUMO - O fenémeno killler & caracteristico de leveduras que produzem e
excretam proteinas ou glicoproteinas que sao inibidoras de células microbianas
sensiveis. A estabilidade e atividade das toxinas killer sdo altamente sensiveis a
fatores como pH, temperatura de incubacdo das leveduras, composicdo e
propriedades fisico-quimicas do meio e concentracdo de células sensiveis.
Sporobolomyces koalae € uma nova espécie de levedura com potencial para
producdo de toxina killer. No intuito de se conhecer mais sobre as fungcdes desse
microrganismo no ecossistema, esse trabalho teve por objetivos: (i) detectar a
atividade killer do precipitado proteico de S. koalae, (ii) caracterizar bioquimicamente
e funcionalmente o precipitado proteico S. koalae, (iii) purificar parcialmente a toxina
killer produzida por S. koalae e, finalmente, (iv) verificar sua acdo antagonica sobre
Geotrichum citri-aurantii e Penicillium digitatum, patdgenos que ocorrem na pos-
colheita de citros. Pelos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel detectar a
presenca de atividade killer no precipitado proteico da levedura S. koalae contra
células sensiveis da levedura Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006. O precipitado
proteico da levedura apresenta varias proteinas com diferentes tamanhos
moleculares e, parte dessas proteinas é positiva para atividade de (31,3-glucanase,
quitinase e protease, podendo ser uma dessas enzimas ou, 0 sinergismo entre elas,
o responsavel pelo fator killer da levedura. A funcionalidade de suas proteinas para
atividade killer aumenta em pH 4.9 e em uma faixa de temperatura de 22 °C a 27 °C
e, o melhor agente precipitante das proteinas da levedura foi o etanol 80%. A
purificacdo parcial das proteinas, que constituem o precipitado proteico de S. koalae,
mostrou a existéncia de aproximadamente quatro bandas proteicas em uma das
fracdes de purificacdo, Fracdo 1, com tamanhos aproximados que variaram de 8 a
65 kDa. A atividade killer, presente no precipitado proteico da levedura S. koalae,
ndo apresenta acdo antagbnica sobre Geotrichum citri-aurantii e Penicillium
digitatum.

Palavras-chave: Enzimas hidroliticas, Geotrichum citri-aurantii, levedura, Penicillium
digitatum, proteina, SDS-Page
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DETECTION, CHARACTERIZATION AND PARTIAL PURIFICATION OF KILLER
TOXIN PRODUCED BY Sporobolomyces koalae

ABSTRACT - The killer phenomenon is characterized by yeasts that produce
and excrete proteins or glycoproteins that are inhibitors of sensitive microbial cells.
The stability and activity of killer toxins are highly sensitive to the factors such as pH,
the temperature of incubation of yeasts, composition and physical-chemical
properties of the medium and concentration of sensitive cells. Sporobolomyces
koalae is a new species of yeast with potential for killer toxin production. In order to
know more about the functions of this microorganism in the ecosystem, this work had
as objectives: (i) to detect the killer activity of the S. koalae protein precipitate, (ii) to
characterize biochemically and functionally the S. koalae protein precipitate, (iii) to
partially purify the killer toxin produced by S. koalae, and, finally, (iv) to verify its
antagonistic action on Geotrichum citri-aurantii and Penicillium digitatum, pathogens
that occur in the postharvest of citrus. By the results obtained in this work, it was
possible to detect the presence of killer activity in the protein precipitate of S. koalae
against sensitive cells of Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006. The protein
precipitate from yeast has several proteins with different molecular sizes and some of
these proteins are positive for B1,3-glucanase, chitinase and protease activity. It may
be one of these enzymes or synergism between them, the responsible for the Kkiller
factor. The functionality of their proteins for killer activity increases at pH 4.9 and a
temperature range of 22 °C to 27 °C and the best precipitant of protein from yeast
was ethanol (80%). Partial purification of the proteins showed the existence of
approximately 4 protein bands in one of the purification fractions, Fraction 1, with
approximate sizes ranging from 8 to 65 kDa. The killer activity, present in the protein
precipitate of yeast S. koalae, did not present antagonistic action on G. citri-aurantii
and P. digitatum.

Keywords: Hydrolytic enzymes, Geotrichum citri-aurantii, Yeast, Penicillium
digitatum, protein, SDS-Page
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1. INTRODUCAO

O género Sporobolomyces, descrito pela primeira vez por Kluyver e Van Niel
em 1924, pertence ao filo Basidiomycota; classe Urediniomycetes; ordem
Sporidiales e familia Sporidiobolaceae. Individuos deste género séo frequentemente
isolados de fontes ambientais, como ar, folhas de arvores, cascas de laranja; de
mamifferos; passaros e plantas (RODRIGUEZ et. al., 2010).

As espécies de leveduras pertencentes ao género Sporobolomyces produzem
blastoconidios bilateralmente simétricos e tém CoQio como sua principal ubiquinona.
Este grupo também € caracterizado pela incapacidade de fermentar acucares,
auséncia de xilose em hidrolisados de células inteiras e positivo para diazénio azul B
e reacfes de urease (HAMAMOTO; NAKASE, 2000; SATOH; MAKIMURA, 2008).
De acordo com o catalogo de todos os organismos vivos conhecidos, esse género
de levedura possui 56 espécies catalogadas (Catalog of Life/Col, 2017).

Dentre as espécies catalogadas, encontra-se S. koalae, relatada pela primeira
vez por Satoh e Makimura (2008), apds isolamento da levedura a partir de
secrecdes nasais de Koalas Queensland, mantidos em um parque zooldgico
japonés. No Brasil, Ferraz et al. (2016) isolaram essa levedura a partir de folhas de
laranja “Valéncia”’, de um pomar localizado no municipio de Mogi Guacgu/SP,
relatando sua possivel aplicacdo como um agente de controle biolégico da podridao
azeda de citros. Segundo os autores, 0s possiveis mecanismos de acao envolvidos
no biocontrole referem-se a produgdo de enzimas hidroliticas (quitinase e [-1,3-
glucanase) e de toxina killer pela levedura.

As podriddes fungicas que ocorrem na pés-colheita de citros, com destaque a
podriddo azeda (Geotrichum citri-aurantii), ao bolor verde (Penicillium digitatum) e ao
bolor azul (P. italicum) sdo os principais problemas de ordem fitossanitaria da
citricultura, em todos os paises produtores.

Fungicidas, como tiabendazol e imazalil, sGo comumente utilizados para o
controle de doencas de pdés-colheita em citros (JANISIEWICZ;, KORSTEN, 2002;
MERCIER; SMILANICK, 2005). No entanto, para as condi¢cdes de Brasil, ndo existe

produto registrado para o controle da podriddo azeda, embora em outros paises da



Europa e Africa do Sul o fungicida guazatine tenha registro para o controle de G.
citri-aurantii (McKAY et al., 2012; KELLERMAN et al., 2018).

A falta de opcédo de produtos para o controle de doencas de pdos-colheita em
citros tem levado ao uso continuo e excessivo dos poucos produtos que apresentam
registro para o controle dessas doencas, ocasionando problemas como surgimento
de linhagens resistentes dos patdgenos aos tratamentos quimicos, bem como,
problemas relacionados a poluicdo ambiental e de saude publica. Diante do exposto,
muitos pesquisadores tém demonstrado a eficacia do controle biolégico, como uma
alternativa ao uso do controle quimico.

Espécies de leveduras vém sendo utilizadas como agentes de biocontrole de
diversos fitopatogenos (FERRAZ et al., 2016; KUPPER et al., 2013; MASH et al,,
2001; MORETTO et al, 2014;) e um dos mecanismos de acao desses
microrganismos é a producdo de toxina killer (PARAFATI et al., 2016; PEREZ et al.,
2018).

O fendmeno killler é caracterizado por leveduras que produzem e excretam
proteinas ou glicoproteinas que sé&o inibidoras de células microbianas sensiveis.
Assim, estas proteinas sdo designadas como "proteinas killer* ou "toxinas killer".
Cepas de leveduras killer sdo imunes as suas proprias toxinas, mas podem ser
sensiveis as toxinas de outros organismos (PALFREE; BUSSEY, 1979; POLONELLI
et al., 1986; BUSSEY, 1990). A natureza da levedura Kkiller implica em um grande
fator de concorréncia, considerando-se que as toxinas dessas leveduras podem
impedir o desenvolvimento de outros microrganismos, proporcionando uma
vantagem seletiva durante as primeiras fases do crescimento microbiano (STOLL et
al., 2005).

Os principais constituintes da parede celular de leveduras sao o (1—3)-p-D-
glucana (50%), (1—6)-p-D-glucana (5%) e manoproteinas. Contendo, também,
(1—6)-p-D-glucana com algumas ligagdes (1—3)-B (14%) e quitina (0,6 a 9%). A
funcdo dos polissacarideos na parede celular € a de recepcdo de proteinas, mas
ainda pouco se sabe sobre este mecanismo (SANTOS et al., 2000). Assim como [3-
glucanases, as quitinases e outras hidrolases, também estdo associadas com a
hidrélise intra e inter poliméricas dos constituintes da parede celular de

microrganismos (RAST et al., 2003).



Estudos realizados por Bussey (1972) evidenciaram que a atividade killer esta
relacionada diretamente com a presenca de glucanas, fato esse esclarecido com o
trabalho posterior de Zhu e Bussey (1989), onde se comprovou a necessidade da
presenca de glucanas agindo como sitios de ligacdo especificos da toxina junto a
parede celular, embora segundo os autores, a simples ligacdo da toxina junto a
parede celular ndo é suficiente para a atividade Kkiller.

A estabilidade e atividade das toxinas killer sdo altamente sensiveis a fatores
como pH, temperatura de incubacdo das leveduras, composicdo e propriedades
fisico-quimicas do meio e concentracdo de células sensiveis. Normalmente, as
toxinas expressam a atividade killer em valores de pH acido que variam entre 4 e 5,
e temperaturas entre 20 °C a 25 °C (IZGU et al., 1997).

Os caracteres genéticos de codificacdo e expressdo das toxinas killer
apresentam variacdes de acordo com a biologia e fisiologia dos distintos géneros e
espécies de leveduras, de um modo geral, as toxinas sdo expressas através do
envolvimento de duas bases genéticas: exclusivamente por genes cromossomais
ou, através da combinacdo destes com elementos genéticos extra-cromossomais
(WICKNER, 1996; GOLUBEYV, 2006).

Embora Ferraz et al. (2016) tenham mencionado sobre a producdo de toxina
killer pela célula de S. koalae e sua agdo antagbnica contra uma levedura sensivel
ao fator killer, ndo se sabe quais sdo as proteinas que sdo excretas por esse
organismo e se as mesmas estariam envolvidas na atividade killer antag6nica contra
o fitopatdgeno Geotrichum citri-aurantii.

Por se tratar de uma nova espécie de levedura com potencial para producao
de proteinas e, também, no intuito de se conhecer mais sobre as funcbes desse
microrganismo no ecossistema e suas possiveis aplicacdes biotecnolégicas, esse
trabalho teve por objetivos: (i) detectar a atividade killer do precipitado proteico de S.
koalae; (ii) caracterizar bioquimicamente e funcionalmente o precipitado proteico S.
koalae; (iii) purificar parcialmente a toxina killer produzida por S. koalae e,
finalmente, (iv) verificar sua agao antagbnica sobre Geotrichum citri-aurantii e

Penicillium digitatum, patégenos que ocorrem na pos-colheita de citros.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sporobolomyces spp.e Sporobolomyces koalae

Sporobolomyces spp. € uma levedura comumente isolada de fontes
ambientais, como ar, folhas de arvores e cascas de laranja. Os habitats naturais sao:
humanos, mamiferos, aves, meio ambiente e plantas. O género Sporobolomyces
contém, de acordo com o catalogo de todos os organismos vivos conhecidos, 56
espécies catalogadas (Catalog of Life/Col, 2017), sendo que o mais comum €

Sporobolomyces salmonicolor (DE HOOG et al., 2000).

Sporobolomyces é um basidiomiceto (liberacdo de esporos ativos em
condicbes de alta umidade). As colbnias de Sporobolomyces crescem rapidamente
em cerca de 5 dias. A temperatura ideal de crescimento é de 25-30 °C. Alguns
isolados podem deixar de se desenvolver a 35-37 °C. As colbnias sdo enrugadas e
brilhantes. A cor alaranjada brilhante para as col6nias é tipica e pode ser comparada
com as colénias de Rhodotorula spp. (LARONE, 1995; SUTTON etal., 1998).

Produzem células tipo levedura (blastoconidios), pseudo-hifas e hifas
verdadeiras. As células tipo levedura (blastoconidia, 2-12 x 3-35 pym) s&o o tipo mais
comum de conidios e sdo ovais (NANJUNDASAMY; PRAVEEN, 2010). As pseudo-
hifas e as verdadeiras hifas sdo muitas vezes abundantes e bem desenvolvidas
(LARONE, 1995; SUTTON et al., 1998).

S. koalae foi relatada pela primeira vez por Satoh e Makimura (2008), apos
isolamento da levedura a partir de secrecdes nasais de Koalas Queensland,
mantidos em um parque zooldgico japonés. No Brasil, Ferraz et al. (2016) isolaram
S. koalae (Figura 1) a partir de folhas de laranja “Valéncia”, de um pomar localizado
no municipio de Mogi Guagu/SP, relatando sua possivel aplicacdo como um agente
de controle bioldégico da podriddo azeda de citros, ocasionada pelo fitopatdgeno

Geotrichum citri- aurantii. Em seus estudos, 0s autores mencionaram a capacidade



dessa levedura em produzir toxina Killer, apés teste com uma levedura sensivel
Saccharomyces cerevisisae NCYC 1006. E desde entdo, diversos estudos estdo
sendo realizados a fim de se conhecer e explorar mais essa levedura e suas fungdes
no meio ambiente, dada a escassez de informacdo na literatura a respeito desse

microrganismo.

Figura 1. Isolado de Sporobolomyces koalae (ACBL-42) da colecdo de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e Controle Biolégico do Centro de
Citricultura Sylvio Moreira —IAC, Cordeir6polis — SP, Brasil. Levedura cultivada em

meio de cultura BDA a 27 °C por 3 dias.

2.2. Toxinakiller e Leveduras killer

Toxina killer sdo exotoxinas ou micocinas, de natureza proteica ou
glicoproteica produzida e excretada por algumas espécies de leveduras (MAGLIANI
et al., 1997).

Foi detectada pela primeira vez em 1963 por Bevan e Makower, os autores

observaram que alguns isolados de S. cerevisiae secretavam alguma substancia



que era letal para outras leveduras da mesma espécie. Desde entdo, as leveduras
killer ttm sido isoladas em diferentes habitats de varias partes do mundo, existindo
mais de 90 géneros de leveduras como: Saccharomyces, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Williopsis,
Zygosacchoromyces, Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia, Rhodothorula,
Schwanniomyces, Torulopsis, Ustilago e Zigowillopsis (CHEN et al., 2000;
SCHMITT; BREINING, 2002).

O habitat de maior isolamento de leveduras killer séo as frutas, representando
1/3 de todas as leveduras isoladas com esse fenoétipo. As frutas oferecem condicdes
ideais para o desenvolvimento das leveduras e estabilidade de suas toxinas tais
como: baixo pH, temperatura e concentracdo adequada de acucares (MAGLIANI et
al., 1997), além de estarem expostas ao ambiente, sendo visitadas por vetores como
abelhas, besouros, passaros ou outros animais (KURTZMAN; FELL, 2006).

Os efeitos dessas leveduras killer no ambiente indicam que as toxinas killer
produzidas representam um modelo de competicdo biolégica entre 0os géneros e
espécies (HARDY, 1975; PEREZ et al., 2001; ZAGORC et al., 2001; CARREIRO et
al.,2002), sendo um mecanismo biolégico na regulacdo da dinamica das populacbes
nos ecossistemas (CASSONE et al.,1997). Conferindo as linhagens produtoras uma
vantagem competitiva, em relacdo as células sensiveis, por nutrientes disponiveis no
meio (MARQUINA et al., 2002).

A atividade killer € mediada por receptores de parede celular especifico nos
microrganismos sensiveis. As leveduras killer sdo definidas como produtoras de
exotoxinas capazes de matar células sensiveis pertencentes a mesma espécie ou
género, sendo que, a levedura produtora é imune a sua toxina (BEVAN; MAKOWER,
1963). Como sao secretadas, as toxinas atuam sobre outras leveduras sensiveis
sem contato direto célula-célula, mas sim por mecanismos especificos através de
receptores de parede e membrana celular (WALKER et al., 1995). Os efeitos letais
das toxinas Kkiller sobre as células sensiveis ocorrem apods ligacdo a esses
receptores especificos da parede celular e membrana plasmatica e translocacéo

para o citoplasma.

Essas toxinas, quando dentro das células sensiveis, provocam: aumento da

permeabilidade da membrana plasmatica, causando ruptura e perda de ions



potassio, ATP e metabdlitos intracelulares; inibicdo e sintese dos principais
componentes da parede celular como glucana, manose e quitina; inibicdo da sintese
de DNA e o bloqueio da fase G1 do ciclo celular (CASTORIA et al., 2001; SANTOS
et al., 2002; GOLUBEV, 2006). Em alguns casos, essa toxina é capaz de afetar a
célula sensivel imediatamente apOs ligacdo a parede celular, por inibicdo do
transporte de L-leucina e de protons que normalmente seriam transportados com
aminoacidos para o interior da célula. A toxina modifica o gradiente eletroquimico de
protons através da membrana plasmatica, inibindo o bombeamento para o meio
externo, principalmente, em células que metabolizam ativamente glicose, porém,

todos esses efeitos dependem da concentragdo da toxina no meio (BRITES, 2003).

As toxinas killer apresentam estabilidade de sua atividade sensivel a fatores
como: pH, temperatura de incubacéo das leveduras, composicdo do meio de cultura

e concentragdo de células sensiveis (IZGU etal., 1997).

Os caracteres genéticos de codificacdo das toxinas killer sdo por dois alelos
genéticos, por genes cromossomais ou atraveés da combinacdo destes com
elementos genéticos extra-cromossomais, que representam a base citoplasmatica,
constituida por RNA de fita dupla encapsulado (dsRNA) conhecido como VLPs
(virus-like particles) ou virus de RNA e os plasmideos de DNA de fita dupla linear
(WICKNER, 1996; GOLUBEV, 2006).

2.3. Aplicacao biotecnolégica de toxina Killer

Leveduras killer e suas toxinas vém sendo utilizadas desde a sua descoberta

com diferentes aplicacdes biotecnoldgicas, ambientais, médicas e industriais como:

. Em processos fermentativos industriais, onde as leveduras killer séo utilizadas
como “starters”, ou seja, iniciadoras do processo fermentativo, devido,
principalmente, a vantagem conferida pela caracteristica killer em combater

contaminantes nativos do processo produtivo de bebidas e, alimentos em geral



(SANGORRIN et al., 2001; LOPES et al., 2005; LIMA et al., 2007; LOPES et al.,
2007; SANGORRIN et al., 2007).
. No biocontrole de fungos deteriorantes e/ou micotoxigénicos em alimentos
(LIMA et al, 2013; FIEIRA et al.,2013). Leveduras aplicadas com eficiéncia no
controle de microrganismos indesejaveis na preservacdo de alimentos
(PALPACELLIet al., 1991).
o Na area terapéutica e preventiva humana e animal, no desenvolvimento de
agentes antimicéticos, de anticorpos e antibioticos, sintéticos ou naturais, capazes
de exercer as mesmas atividades das toxinas killer correspondentes e, de vacinas
idiopaticas (BUZZINI; MARTINI, 2001; MAGLIANI et al., 2001; POLONELLI et al.,
2003; MAGLIANI et al., 2004; MAGLIANI et al., 2005; FIORI et al., 2006).
. Em tecnologias de DNA recombinante (SCHMITT; BREINIG, 2002), em
modelo para o estudo dos mecanismos de regulacdo e processamento de
polipeptideos em eucariotos, de taxonomia, além de futuras aplicacbes em
pesquisas de controle e expressdo de virus em organismos eucariontes
(MARQUINA et al., 2002).
o Na é&rea biomédica, as Ileveduras killer estdo sendo utilizadas,
particularmente, na biotipagem de espécies patogénicas como Candida albicans,
Cryptococcus spp. e Staphylococcus epidermidis (YOUNG; YORGIU, 1978;
POLONELLI et al., 1985;FUENTEFRIA et al., 2008).
. Como agentes de controle biolégico de fungos responsaveis por doencas de
poés-colheita de frutas e vegetais (FERRAZ et al., 2016; PARAFATI et al., 2016;
PEREZ et al., 2018).

Outras aplicacbes de Leveduras killer e suas toxinas estdo ilustradas na
Tabela 1.



Tabela 1. Principais aplicacdes descritas das leveduras killer e suas

respectivas toxinas.

Campo de aplicaciio Biotecnolégica Aplicagiio

Controle Bioldgico na Agricultura Atividade antifungica contra podridio da
madeira e fungos fitopatogénicos.

Fermentacio de bebidas Controle de contaminantes indesejavels e

como linhagens iniciadoras de processos
fermentativos.

Pesquisa de biologia celular em células Estudos de biossintese, processamento

eucaridticas celular e secrecio de proteinas.

Tecnologia de alimentos Preservacio de alimentos de origem
natural.

Genética “Fingerprinting” de leveduras do vinho.
Tecnologia do DNA recombinante.

Medicina Atividade zimocida conta patdgenos.

Taxonomia Padrio de sensibilidade Adler como

indicativo de parentesco filogenético.

Fonte: Marquina et al. (2002).

2.4. Killer x fitopatégenos que ocorrem na pos-colheita em frutos citricos

O Brasil €, notadamente, um pais voltado para o agronegécio. A importancia
da producédo brasileira extrapola as fronteiras territoriais e ganha destaque no
comércio internacional, e € no suco de laranja que o0 pais mostra sua lideranca, pois
0 pais detém atualmente mais da metade da producdo mundial de suco de laranja e
exporta 98% da sua producédo (NEVES, 2010).

Os exportadores brasileiros precisam atender a uma série de exigéncias, as
quais envolvem questdes fitossanitarias, de embalagem, consisténcia na qualidade
do produto e regularidade na entrega (NEVES, 2010). Dentro deste contexto, o setor
enfrenta problemas, principalmente, com os fitopatdgenos que ocorrem na pos-
colheita.

As consideraveis perdas nas culturas de importancia econémica resultam da
susceptibilidade das frutas as infeccbes fungicas, desencadeadas por fatores

ambientais e danos mecanicos na colheita, beneficiamento das frutas e estocagem.



10

As técnicas de manuseio e conservacdo na pos-colheita de frutos vém recebendo
grande atencdo nos ultimos anos, pois 0s danos nesta fase podem superar em torno
de 20%, decorrentes principalmente de doencas (FISCHER et al., 2009).

Os fungos s&@o os principais causadores de doengas de pés-colheita, e dentre
eles os fungos G. citri- aurantii e Penicillium digitatum merecem destaque.

A podridao azeda, também conhecida por podridao &acida, causada pelo fungo
leveduriforme G. citri-aurantii ocorre em todos o0s paises produtores da cultura,
afetando todas as espécies e cultivares, sendo que os frutos das variedades de
tangerinas geralmente desenvolvem a doenca mais rapidamente do que os das
variedades de laranjas ou grapefruits (TALIBI etal., 2012).

Os bolores sdo os principais causadores de doencas de pds-colheita dos
citros, em particular o bolor verde, causado por P. digitatum, um patégeno frequente
em frutos na pos-colheita de citros no Brasil (FEICHTENBERGER et al.,, 2005;
LARANJEIRA et al., 2005).

Embora os prejuizos causados pela podriddo azeda sejam relativamente
menores, quando comparadas aos bolores, a doenca pode ocorrer com maior
impacto dependendo do ano, da estacdo e da area de cultivo (KLEIN et al., 2016).
Além do que, ndo ha produtos registrados para o controle dessa doenca no Brasil.

Até recentemente, o controle dessas doencas dependia fortemente de
fungicidas quimicos. No entanto, as preocupacdes do consumidor com os efeitos
danosos do uso excessivo e indiscriminados desses produtos quimicos para a saude
humana e para o meio ambiente, ttm estimulado a investigacdo do desenvolvimento
de novos agentes antimicrobianos que atendam as normas de salde e seguranca
atuais (KIM; LEE, 2015). Os resultados alcancados nessa linha de pesquisa tém-se
mostrado promissores para uma utilizacdo pratica no controle de fitopatdbgenos em
diversas culturas (FERRAZ et al., 2016; MORETTO et al., 2014).

Neste contexto, as leveduras possuem varias caracteristicas que as tornam
boas candidatas como agentes no controle bioldgico, como a alta capacidade de
sobrevivéncia e ocupacdo de espaco; produzem e excretam compostos de carater
antagbnico e, sdo tolerantes a fungicidas. Algumas leveduras apresentam o fator
killer, que sdo proteinas ou peptideos capazes de inibir o crescimento de outros

microrganismos, como o de fungos filamentosos. Pesquisas visando incremento na
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producao do fator killer, aliado a caracterizacdo molecular abrem perspectivas para o
desenvolvimento deste novo elemento no controle biolégico (COMITINI et al., 2004;
[ZGU etal., 2006).

Desde que foi relatado pela primeira vez o fenbmeno killer, em leveduras de
varios géneros e espécies, esta atividade tem sido amplamente estudada, ganhando
reconhecimentos industriais importantes (ALADDIN et al., 2018). O uso de leveduras
killer, como agentes de controle biologico de fungos responsaveis por doencas de
pés-colheita de frutas e vegetais estdo sendo investigadas cada vez mais nas
ultimas duas décadas (PARAFATI et al., 2016; PEREZ et al., 2018). Grzegorczyk et
al. (2017), por exemplo, relataram os efeitos antagonicos das leveduras killer
Debaryomyces hansenii Kl2a, D. hansenii Mila e Wickerhamomyces anomalus
BS91, quando testadas in vitro e in vivo contra Monilinia fructigena e M. fructicola.
Parafati et al. (2015), também, observaram alta atividade killer de W. anomalus e S.

cerevisiae no biocontrole in vitro de Botrytis cinerea.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

Foram utilizados no presente estudo a levedura killer Sporobolomyces koalae
(ACBL-42), a levedura sensivel ao fator killer (Saccharomyces cerevisiae, NCYC
1006), os fungos fitopatogénicos G. citri-aurantii e P. digitatum, todos pertencentes a
colecdo de microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e Controle Biolégico do
Centro de Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeirépolis/SP, Brasil.

A cepa padréo killer tipo K1 (S. cerevisiae, KL88) foi cedida pela Universidade

Estadual de Campinas — UNICAMP, Campinas, S&o Paulo, Brasil.
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3.2. Identificacdo e caracterizacdo fenotipica da levedura Sporobolomyces
koalae (ACBL-42)

3.2.1. Identificagdo molecular da espécie de levedura

O isolado ACBL-42 foi identificado através da analise do seu material
genético, utilizando técnicas de biologia molecular.

Para extracdo de DNA foi utilizado o protocolo do método CTAB (brometo de
cetil-trimetilamonio). A solucdo tampéo de extracdo foi preparada antes de iniciar o
protocolo, de acordo com a quantidade de amostras de DNA que foram extraidas.

Preparou-se 30 mL do seguinte tampé&o:

Tabela 2. Tampéao de extracdo de DNA de leveduras usando CTAB.

COMPONENTE [ESTOQUE] [FINAL] PESAR/PIPETAR

CTAB -—-- 2% 0649

NaCl S5SM 14 M 8,4 Ml

Tris-HCIpH-75 | 1 M 200 Mm 6,0 mL

EDTA pH -8.0 0.5 M 20 Mm 1,2 mL

PVP 1% 039

H,O g.s.p 8,0 mL
Volume final 30L

A cultura da levedura (1 x 10° células mL™) foi cultivada em 20 mL de meio de
cultura batata-dextrose (BD), sob agitacdo de 150 rpm a 25 °C, por 36 horas. Apés
esse periodo, a cultura foi centrifugada por 10 minutos a 15.000 rpm, a 20 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado macerado com N liquido, com o auxilio
de cadinho e pistilo, até a obtencdo de um po fino.

O po6 foi transferido para eppendorf (2 mL) contendo 800 pL de tampédo de
extracdo CTAB pré-aquecido a 65 °C, onde foi adicionado 2uL de B-mercaptoetanol

e 2 uL de Proteinase K e, em seguida foi transferido para banho-maria a 65 °C por
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15 min. Posteriormente, adicionou-se um volume de 800 pL de clorofil
(cloroférmio:alcool isoamilico 24:1) e a amostra foi homogeneizada em vortex por 2
min. e centrifugada a 12.000 rpm por 7 min.

Transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo e repetiu-se a etapa anterior.
Novamente foi transferida a fase aquosa para novo tubo e feita a digestdo com
RNAse A - 100 pg/ mL / 37 °C / 30 min. Foi Adicionado de 0,6 a 1,2 volumes de
Isopropanol gelado (-20 °C) e deixado por 30 min a -80 °C, e entdo centrifugado a
12.000 rpm, por 10 min & 20 °C. O sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 50 pL
de ETOH 70 % e centrifugou-se a 12.000 rpm / 5 min. O sobrenadante foi
descartado e os pellets foram secos (tubos abertos na capela de exaustdo). Em
seguida, os pellets secos foram ressuspendidos em 100 pL de agua Milli-Q ou T.E.
A quantidade e a qualidade (pureza) do DNA extraido foram determinadas por
densidade Optica em espectrofotdbmetro (NanoDrop 2000c).

A amplificagéo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA, incluindo
0 gene 5.8S, foi realizada através de reacdo de PCR, utilizando—se os seguintes
primers: forward- [TS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e reverse - [TS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), conforme protocolo de White et al., 1994.

A reagao ocorreu em um volume de 100 uL, contendo 10 pL do tampao 10X,
3 pL de cloreto de magnésio 50 mM, 8 pyL de cada dNTP 2,5 mM, 1 uL de cada
primer 100 pM, 0,25 uL de Tag DNA Polimerase (5 U/uL), 100 ng de DNA gendmico
e 51,75 uL de agua milli-Q estéril. O ciclo de amplificacdo correspondeu a: 1 ciclo de
94 °C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento a 55 °C por 2 minutos, e extensdo a 72 °C por 1 minuto, seguido de 1
ciclo final de extensdo 72 °C por 5 minutos. O produto de PCR foi purificado
utilizando o kit comercial “PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification
Combo Kit” (Invitrogen™).

Para a estimativa da presenca, quantidade e integridade dos amplicons, 25 pL
do produto de amplificacdo foram submetidos ao processo de eletroforese em gel de
agarose a 1% (p/v) em tampéo TBE 1X. O gel foi submetido a uma voltagem de 2,24
volts/cm e corrente de 90 mA, por 90 minutos (Fonte EPS301 — Amersham
Biotechnology). A estimativa de concentracdo do DNA foi realizada

comparativamente com a espessura e intensidade das bandas do marcador
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molecular de 1 Kb (Invitrogen). O gel foi corado com solu¢do de brometo de etideo
0,3 uL/mL, sendo a visualizacdo do gel realizada em transiluminador de luz UV.

A reacdo de sequenciamento da regidao ITS do rDNA foi realizada no
Laboratério de Tecnologia, pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias/lUNESP, campus de Jaboticabal/Sao Paulo.

As sequencias obtidas foram trabalhadas, utilizando-se o programa BioEdit, e
comparadas com outras ja conhecidas e disponiveis no banco de dados GenBank
(http://ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi), sendo estas submetidas a um alinhamento atraves
do aplicativo Clustal W 1.4 (THOMPSON et al., 1994).

Com o objetivo de confirmar a identidade do microrganismo, uma placa de
Petri, contendo a cultura da levedura ACBL-42, foi enviada para a Empresa Helixxa

Servicos Genbmicos - Divisdo de Pesquisa e Desenvolvimento, Paulinia, SP.

3.2.2. Condicdes oOtimas de crescimento da colénia de S. koalae e

caracterizagao fenotipica.

Para o estudo das caracteristicas fenotipicas, discos da cultura do isolado da
levedura, com aproximadamente 5,0 mm de diametro, oriundos de col6nia jovem
(com 72 horas de crescimento), foram transferidos para o centro de placa de Petri,
contendo os seguintes meios de cultura: BDA (batata, dextrose e agar), YEPD
(extrato de levedura, peptona, glicose e agar) YM (extrato de levedura, peptona,
glicose, extrato de malte e agar), Fuba-Dextrose-Agar e Sabouraud (extrato de
malte-agar), as quais foram mantidas em dois ambientes, claro e escuro e em trés
temperaturas 22 °C, 25 °C e 27 °C, por dez dias. Foram avaliados o crescimento

micelial e caracterizacao cultural das colonias.
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3.2.3. Caracterizagdo morfoldgica celular de S. koalae

A caracterizagdo morfologica da levedura ACBL-42 foi realizada através da
técnica de microcultivo, tendo laminas de microscopia como suporte para pequenos
blocos dos meios BDA, YEPD, YM, FUBA e SABOURAUD, onde foram inoculados
fragmentos de cultura e recobertos por laminulas. Decorrido dez dias para
desenvolvimento e crescimento, foram retiradas as laminulas e coradas com

lactofenol para a observacdo microscopica e visualizacdo das estruturas.

3.3. Deteccéo de atividade killer no precipitado proteico dalevedura

Para o crescimento da cultura de S. koalae, a levedura foi cultivada em
frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido YEPD. Apés 72
horas de crescimento, 2 mL foram transferidos para outros frascos de Erlenmeyer
contendo 0 mesmo meio de cultura, para manter o padrao de crescimento uniforme,
mantidos a 150 rpm a 27 °C, por 72 horas. Apds 72 horas a cultura foi centrifugada a
10. 000 rpm por 15 min a 4 °C para a remocao de células e, o sobrenadante
submetido a precipitacdo com etanol 80%, de acordo com a metodologia de Labbani
et al. (2015).

Para avaliar o fator killer do precipitado proteico de S. koalae (ACBL-42)
utilizou-se a metodologia descrita por Woods e Bevan (1968) e modificada por
Ferraz et al. (2016). Foi testada a producéo de toxina killer produzida por S. koalae
contra a levedura sensivel (S. cerevisiae, NCYC 1006) e contra os fitopatogenos G.
citri-aurantii e P. digitatum.

Uma aliquota de 200uL de uma suspensdo de células da levedura sensivel
(10° células/mL) ou dos fungos fitopatogénicos (10° células/mL) foi transferida e
espalhada na superficie do meio agar YEPD-azul de metileno pH 4,6, contido em
placa de Petri. Apés a secagem da cultura, discos de papel de filtro estéreis foram

adicionados sobre a mesma e, em seguida, uma aliquota de 20uL do precipitado
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proteico de S. koalae foi transferida sobre os discos de papel filtro. A incubacéo das
culturas se deu em estufa para BOD a 25 °C e a avaliacdo da atividade killer foi

realizada apos 48 horas.

3.4. Caracterizacéao do perfil proteico de S. koalae

Para caracterizar o perfil proteico do precipitado (item 3.3) de S. koalae,
utilizou-se eletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamida-bisacrilamida como descrito
por Laemmli (1970), na concentracdo de 13% e Tris-glicina (pH 8.3) como tampéo
da corrida eletroforética (20mA, 100V/2h30min). As amostras foram preparadas em
condicbes redutoras com tampao contendo Tris-HCI (0,188 M, pH 6,8), glicerol
(35,9%), SDS (6%), B-mercaptoetanol (15%) e azul de bromofenol (0,01%), na
roporcdo 1:1 (v/iv) e aquecidas (100 °C, 5 min), previamente a aplicacdo no gel, o
qual foi corado com solucdo de Azul de Comassie R-350 para visualizacdo das

bandas de proteinas.

3.4.1. Anélise protedmica em segunda dimenséo

Com o objetivo de determinar qual o ponto isoelétrico caracteristico das
proteinas excretadas por S. koalae, foi realizada a analise protedbmica por
eletroforese bidimensional, através de focalizacao isoelétrica e SDS-PAGE em gel
de acrilamida-bisacrilamida, segundo metodologia adaptada de Teixeira et. al.
(2005).

Para focalizacdo isoelétrica o precipitado proteico de S. koalae (mg) foi
submetido & focalizagdo isoelétrica usando strips (Immobiline drystrip) de gradiente
ndo linear de pH (7cm, 3-11), juntamente com uma solucdo de hidratacdo por um
periodo de 4 horas, sobre refrigeracdo a 4 °C. Em seguida, a fita foi submetida a
uma corrida eletroforética por 6 horas (12000 V/h 25 pA, 0,5 W/strip).
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Apoés o término da focalizacdo, a drystrip foi tratada com ditiotreitol (DTT —
10mg/mL) e iodoacetamida (IAA — 25 mg/mL), sendo acoplada, posteriormente, ao
gel de acrilamida-bisacrilamida (SDS-PAGE) na concentracédo de 13% (100 V/20mA/
2h30min), usou-se Tris-glicina (pH 8.3) como tampé&o da corrida eletroforética. O gel

foi corado com solucdo de Azul de Comassie R-350.

3.4.2. Determinacdo cinética de quitinases e B-1, 3-glucanases

Para identificar a presenca de enzimas como quitinases e -1, 3-glucanases,
a estratégia consistiu em identificar componentes enzimaticos do precipitado
proteico da levedura através de técnicas classicas (MILLER, 1959), como a
quantificacdo colorimétrica de glicose liberada do substrato glicol quitina ou
laminarina, através da dosagem de acuUcares redutores. Reacao realizada em 200
ML de tampdo Mclivaine, (pH 6,0) ou Acetato de Sédio (0,1 M, pH 5,0); 100 uL da
amostra do precipitado e 100 pL de glicol quitina ou laminarina (1 %). A mistura da
reacdo foi incubada (30 °C, 1 h). A atividade enzimatica foi determinada por
espectrofotometria (As40) apos adicdo do reagente ADNS (&cido dinitrosalicilico) (200
ML). Uma unidade de atividade (U/L) é definida como a quantidade de enzima que

catalisa 1g de acucar redutor formado nas condi¢cdes de ensaio.

3.4.3. Determinacédo de Atividade Proteolitica

A avaliacdo da atividade proteolitica foi realizada utilizando como substrato a
azocaseina como descrito por Benitez et al. (2001). Diferentes concentracdes da
amostra do precipitado (0,25; 0,45; 0,9 ug/uL) foram incubadas (37 °C, 1 hora) com
100 pL de azocaseina (4 mg/mL). Em seguida, a reagao foi interrompida com 400 uL
de acido tricloro acético 10 % e centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos em

temperatura ambiente. No sobrenadante resultante adicionou-se 700 yL de NaOH
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525 mM. Determinou-se a absorbancia a 442 nm, contra o branco apropriado e,
como controle positivo, foi utilizada tripsina (10 %) e azocaseina, seguindo as

mesmas especificacoes.

3.5. Estudo do rendimento do precipitado proteico de S. koalae

3.5.1. Diferentes métodos de obtencé&o do precipitado proteico

Com o objetivo de determinar maior rendimento de proteinas com maior
atividade, a levedura foi cultivada em meio liquido YEPD por 72 horas, a 150 rpm
conforme descrito no item 3.3.

Para a obtencdo do precipitado proteico, a cultura de S. koalae foi
centrifugada a 10.000 rpm por 15 min a 4 °C para a remogdo de células e, o

sobrenadante submetido a precipitacdo com diferentes agentes precipitantes:

3.5.1.1. Precipitagdo de proteina com etanol

O sobrenadante do meio de cultura foi testado com etanol numa proporcéo de
80% (viv) (LABBANI et al., 2015) ou 2:1 (viv) (SOARES; SATO, 2000). O etanol
gelado foi adicionado na proporcao correta em 200 mL do sobrenadante da cultura,
deixado overnight a 4 °C, em seguida foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 min
e 0 precipitado proteico foi solubilizado em agua destilada e concentrado em

liofilizador por 24 h.
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3.5.1.2. Precipitacdo de proteina com acetona

O sobrenadante do meio de cultura foi testado com acetona numa proporgéao
2:1 (viv) (SOARES; SATO, 2000). O solvente foi adicionado em 200 mL do
sobrenadante da cultura, deixado overnight a 4 °C, em seguida foram centrifugados
a 10.000 rpm por 15 min e o precipitado proteico foi solubilizado em agua destilada e

concentrado em liofilizador por 24 h.

3.5.1.3. Precipitacdo de proteina com sulfato de amonio

O sobrenadante do meio de cultura foi precipitado com sulfato de amonio com
80 % de saturacdo (VILLALBA et al., 2016). Para tal, com o auxiio de um agitador
magnetico, 176 g de sulfato de amonio foi adicionado ao sobrenadante e deixado
overnight a 4 °C. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 mim a
4 °C e o precipitado proteico foi solubilizado em agua destilada e concentrado em
liofilizador por 24 h. O precipitado foi dialisado em membrana de celulose de
retencdo de proteinas acima de 12 kDa, durante 48 horas a 4 °C, utilizando o

mesmo tampao da amostra.

3.5.2. Dosagem de proteinas dos diferentes métodos de obtencdo do

precipitado proteico

A guantificacdo total de proteinas foi determinada pelo Método do Biureto
(GORNALL et al., 1949), adicionando-se a placa de Elisa, 200 yL do Reagente
Biureto e 10 pL dos diferentes precipitados liofilizados ressuspendidos em agua
destilada (50 mg/mL) com posterior incubacdo a temperatura ambiente por 15

minutos. A leitura de absorbancia a 540 nm foi feita contra o branco (reagente
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biureto e meio de cultura com 0s respectivos agentes precipitantes), sendo subtraido
de cada amostra o valor do branco. As leituras de absorbancias foram plotadas em
curva padrdo para albumina e a quantidade de proteina foi expressa em mg/mL.

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata (SD=3).

3.5.3. Caracterizacdo do perfil de proteinas nos diferentes métodos de

obtencéo do precipitado proteico

Para caracterizar o perfil proteico, utilizou-se eletroforese SDS-PAGE em gel
de acrilamida-bisacrilamida na concentracdo de 13% e Tris-glicina (pH 8.3),

conforme descrito no item 3.4.

3.5.4. Atividade killer do precipitado da levedura, apés submissdo aos

diferentes métodos de precipitacéo

Para avaliar o fator killer dos precipitados proteicos de S. koalae (ACBL-42)
utilizou-se a metodologia descrita por Woods e Bevan (1968) e modificada por

Ferraz etal. (2016). Como descrito no item acima 3.3.

3.6. Caracterizagao datoxina killer

3.6.1. Condicdes Otimas para atividade da toxina killer de Sporobolomyces

koalae
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Para determinar as melhores condi¢cées da atividade da toxina killer de S.
koalae, foram preparados meios de cultura YEPD-azul de metileno conforme
descrito no item 3.3, no entanto, os meios foram ajustados nos seguintes pH: 3,5;
4,0; 4,6; 4,9 e 5,4. Aliquotas de 20 pL do precipitado proteico foram testadas quanto
a sua atividade killer. Para atividade killer, as culturas foram incubadas a 4, 22, 25,
27 e 30 °C e avaliadas quanto auséncia e/ou presenca da zona azul e do halo de

inibicdo, apos 72 horas.

3.7. Purificacao parcial datoxina killer produzida por S. koalae

3.7.1. Purificacéo e caracterizacao bioquimica

A etapa de purificacdo de proteinas consistiu na aplicagdo do extrato bruto de
S. koalae (150 mg) diluido em tampao Acetato (10 mM, pH 5,0) em uma coluna de
cromatografia de troca ionica contendo gel de DEAE — Celulose (1,6 cm x 100 cm)
eludo no mesmo tampdo em fluxo continuo (0,6 mL/min, 4 mL/tubo). O pefrfil
cromatogréfico foi determinado espectrofotometricamente (A280nm). A cromatografia
foi realizada em sistema cromatografico AKTAprime plus (GE Healthcare®). As
fracbes foram separados e concentradas em liofilizador ALPHA 2-4 LDplus
(CHRISTI®) e submetidos & andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida em
condicbes desnaturantes (SDS-PAGE) supracitadas. Foram aplicados 10 pg/pL das
amostras no gel sob condi¢des eletroforéticas de 2 horas, 20 mA, 100 V. O gel foi

corado com Azul de Coomassie R-350.
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3.7.2. Avaliacdo das fracdes quanto a atividade de Quitinases e B-1, 3-

glucanases

As fracbes F1 a F6 (diludas em agua MiliQ) na concentracdo de 10 pg/uL
foram avaliadas quanto a atividade de Quitinases e (-1, 3-glucanases, conforme

descrito anteriormente no item 3.4.2.

3.7.3. Avaliagcado das fragBes quanto a atividade killer

A fragcbes F1 a F6 (diluidas em agua MiliQ) na concentracdo de 10 pg/uL
foram avaliadas quanto ao fator killer, contra a levedura sensivel (S. cerevisiae
NCYC 1006) e fitopatégenos G. citri-aurantii e P. digitatum, utilizando a metodologia

Woods e Bevan (1968) modificada por Ferraz et al. (2016) e citada no item 3.3.

3.7.4. Tricina — SDS Page (Caracterizacdo do perfil de proteinas da fracao ativa)

Para caracterizar o perfil proteico, utilizou-se o sistema de eletroforese da
marca Amersham Bioscience e a metodologia de preparacédo dos géis foi realizada,
de acordo com a técnica descrita por Schagger e Jagow (1987). Para polimerizacéo
do gel de corrida foram utilizadas solugdes de dois mondmeros (acrilamida / bis) em
trés diferentes concentracdes: a) 4 % no gel de aplicacdo e concentracdo da
amostra; b) 10 % e 16 % para 0s géis de espacamento e separacao,
respectivamente. As amostras foram preparadas para aplicacdo, solubilizando-se
100 pL do extrato em 100 uL de tampéao (4 % SDS, 12 % glicerol, 50 mM de Tris, 2
% B-mercaptoetanol, 0,01 % azul de Coomassie R- 250 em pH 6,8). A corrida
eletroforética foi realizada em sistema contendo tampdo A (Anodo, Tris 1M, HCI
0,225 M, pH 8,9) e Tampéao B (Catodo, Tris 1 M, Tricina 1 M, SDS 1 %, pH 8,25). A
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corrida foi realizada em duas etapas: a primeira de 30 min sob uma tensdo de 30 V e
a segunda, de 2 h, sob uma tensdo de 90 V. Para identificacdo dos peptideos foi
utilizado o padrdo de massa molecular (ColorBurst), com as seguintes proteinas (em
kDa): 210; 90; 65; 40; 30; 20; 13; 8.

3.8. Extracdo e deteccdo de plasmidio de RNA de fita dupla (dsRNA) de S.

koalae

Para a extracdo seguiu-se a metodologia descrita por Maqueda et al., (2010)
com modificagdo. As culturas de células da levedura foram crescidas em meio de
cultura YEPD, em overnight a 150 rpm, centrifugadas a 4.000 rpm por 6 min, lavadas
com Na;EDTA 50 mM (pH 7,5), centrifugadas novamente e, incubadas em 1 mL de
Tris-H,SO, 50 mM, pH 9,3 contendo 1 % de 2-mercaptoetanol durante 15 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 5.000 rpm
por 10 min e ressuspendidas em 1 mL de NaCl 0,1 M / Tris-HCI 10 mM, pH 7,5/
Na;EDTA 10 mM/ 0,2 % (SDS). Em seguida, foi adicionado 0,7 mL de fenol saturado
e as amostras foram incubadas a temperatura ambiente durante 30 min com
agitacdo. A fase aquosa contendo os acidos nucleicos foi recuperada (800 pL). Apés
adicdo de 1/10 volume (70 pL) de acetato de soédio 3 M, os &cidos nucleicos foram
precipitados adicionando-se 1 mL de isopropanol, previamente arrefecido, incubados
durante 5 min a temperatura ambiente e centrifugados a 10.000 rpm por 10 min. O
RNA precipitado foi lavado com etanol 70 %, deixado secar por 2 min e dissolvido
em 50 pL de TE pH 8, em seguida foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1
%, contendo brometo de etidio, utilizado como padrdo molecular de bandas o A Hind

lll, em uma corrida de 90 V por 2 horas.
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4. RESULTADOS

4.1. ldentificagdo e caracterizagdo fenotipica da levedura Sporobolomyces
koalae (ACBL-42)

4.1.1. Identificacdo e confirmacdo da espécie de levedura

O resultado mostrou que o isolado ACBL-42, apresentou regido ITS do rDNA
em 600 bp, a comparacdo da sequencia obtida contra a base de dados NCBI

apresentou 98 % de identidade para Sporobolomyces koalae (Figura 2).

Pb 1Kb ACBL-42
10000

2000
1500

1000
750

500

250

Figura 2. Gel de agarose (1 %) do produto de PCR da linhagem de levedura

selecionada. 1 Kb — marcador molecular, (Agentes de Controle Biol6gico Levedura —
ACBL).
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4.1.2. Condicdes Otimas de crescimento da colénia de S. koalae e

caracterizagao fenotipica.

Figura 3. Caracterizacao fenotipica de Sporobolomyces koalae em diferentes meios

de cultura, temperaturas e pH, apds 10 dias de incubagéo.



Tabela 3. Caracteristicas Culturais das Colbnias.
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Meio de Cultura Ambientes Cor Textura Tamanho (cm) Elevacdo Tipo de borda Brilho
Péssego e
Claro Cremosa 1,58 Convexa Ondulada Fosco
Branco
YEPD R
Péssego e
Escuro Cremosa 1,92 Convexa Lobada Fosco
Branco
Laranja e .
Claro Cremosa 1,61 Convexa Ondulada Brilhante
Branco
YM .
Laranja e ,
29°C Escuro Cremosa 1,45 Convexa Ondulada Brilhante
Branco
Claro Salméao Cremosa 15 Convexa Lisa Fosco
SABOURAUD _
Escuro Salmao Cremosa 1,48 Convexa Lisa Fosco
BDA Claro Laranja Cremosa 1,48 Convexa Lisa Fosco
Escuro Laranja Cremosa 1,45 Convexa Lisa Fosco
FUBA Claro Laranja Filamentosa 0,85 Achatada Filamentosa Brilhante



25°C

27°C

YEPD

SABOURAUD

BDA

FUBA

YEPD

Escuro

Claro

Escuro

Claro

Escuro

Claro

Escuro

Claro

Escuro

Claro

Escuro

Claro

Laranja

Laranja e
Branco
Salméo e

Branco

Laranja e
Branco
Laranja e

Branco

Rose

Rose

Laranja

Laranja

Laranja

Laranja

Laranja e

Filamentosa 0,96

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Filamentosa

Filamentosa

Cremosa

1,46

1,53

1,61

1,66

1,65
1,7

1,56
1,85

1,01
1,05

1,53

Achatada

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Achatada
Achatada

Convexa

Filamentosa

Lisa

Ondulada

Ondulada

Lisa

Ondulada
Ondulada

Ondulada
Ondulada

Filamentosa

Filamentosa

Ondulada
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Brilhante

Brilhante

Fosco

Fosco

Brilhante

Fosco

Fosco

Fosco

Fosco

Brilhante

Brilhante

Fosco



SABOURAUD

BDA

FUBA

Escuro

Claro

Escuro

Claro

Escuro

Claro

Escuro

Claro

Escuro

Branco
Péssego e

Branco

Péssego e
Branco
Salmao e

Branco

Salmao

Rose

Laranja

Laranja

Laranja

Laranja

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

Cremosa

1,62

1,45

1,57

1,6
1,67

1,52
1,57

Filamentosa 0,95

Filamentosa 0,97

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Achatada
Achatada

Lobada

Ondulada

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

Filamentosa

Filamentosa
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Fosco

Fosco

Fosco

Fosco

Fosco

Fosco

Fosco

Brilhante

Brilhante
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4.1.3. Caracterizagdo morfoldégica celular de S. koalae

As células de S. koalae, observadas microscopicamente, apresentaram- se no
formato oval (Fig.4), ndo havendo diferenca entre os meios de cultura e condi¢cbes

ambientais testadas.

Figura 4: Células de Sborobolomyces koalae, cultivada em meio de cultura YEPD,

observadas em microscopio optico (40x).

4.2. Deteccgéo de atividade killer no precipitado proteico da levedura

O precipitado proteico de S. koalae, apresentou atividade Killer (Fig. 5)
quando testado contra a levedura S. cerevisiae NCYC 1006, sensivel ao fator killer,
Mostrando um significativo halo de inibicdo, seguido de uma zona azul (indicativo de
morte celular da célula sensivel).

Ja quando o precipitado proteico foi testado contra os fungos fitopatogénicos

G. citri-aurantii e P. digitatum, n&o foi detectado atividade killer (Fig. 6).
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Figura 5. Atividade Kkiller do precipitado proteico de Sporobolomyces koalae.
Atividade representada por um halo de inibicdo e zona azul ao redor do halo,
indicativo de morte celular da levedura sensivel Saccharomyces cerevisiae NCYC
1006. Meio de cultura YEPD- azul de metileno (pH 4,6) a 27 °C. (P- precipitado
proteico de Sporobolomyces koalae (20 pL) e C — Controle negativo com agua

destilada estéril (20 pL).
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Figura 6. Atividade killer do precipitado proteico de Sporobolomyces koalae. 1-
contra Penicillium digitatum; 2- contra Geotrichum citri-aurantii. Meio de cultura
YEPD- azul de metileno (pH 4,6) a 27 °C. (P- precipitado proteico de S. koalae (20
pL) e C — Controle negativo com agua destilada estéril (20 uL).

4.3. Caracterizacao do perfil proteico de S. koalae

A Figura 7 mostra o perfil de proteinas secretadas e identificadas no extrato
de S. koalae. A identificacdo de proteinas no extrato bruto da levedura, em SDS —
Page, revelou a presenca de um grupo heterogéneo com massa molecular relativa
entre (Mr~10 e 90 kDa).
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PM 1 2 3 4

Figura 7. Caracterizacao do perfil proteico de Sporobolomyces koalae. SDS-PAGE
em gel de acrilamida-bisacrilamida (13%), tampao Tris-glicina (pH 8.3). MM- Padrao
Molecular, 1 ao 4 - Replicatas do precipitado.

4.3.1. Andlise protedmica em segunda dimensé&o

Os resultados da andalise protebmica mostram que a espécie de levedura
estudada é capaz de produzir e secretar diferentes proteinas, com massa molecular
e ponto isoelétrico caracteristico de proteinas neutras a alcalinas. Pode-se
evidenciar um perfil de proteinas com carater alcalino, quando submetidas a analise

protebmica em segunda dimenséao (Fig. 8).
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kDa
97.0

66.0

45.0

30.0

20.1

14.4

Figura 8. Caracterizacdo bioquimica do extrato bruto proteico de Sporobolomyces
koalae. SDS-PAGE em gel de acrilamida-bisacrilamida (11 %), tamp&o Tris-glicina
(pH 8.3). Eletroforese 2D e ponto isoelétrico do extrato bruto proteico de

Sporobolomyces koalae (150 ug) em gradiente ndo-linear (3-11 NL).

4.3.2. Determinagao cinética de quitinases e B-1, 3-glucanases

Para a caracterizacdo cinética e identificacdo das enzimas produzidas por S.
koalae, utilizou-se ensaios enzimaticos com substratos especificos para atividades
de quitinase e B-1, 3-glucanase.

Podemos observar (Tabela 4) que houve produgdo de quitinase e - 1,3
glucanase, a partir do precipitado proteico excretado por S. koalae, e a concentracao

dessas enzimas aumentou com a concentragdo de proteinas.
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Tabela 4. Atividade Quitinase e 3-1,3-glucanase de Sporobolomyces koalae.

Proteinas (mg)  Quitinase (g.L"".min™") B-1,3 glucanase (g.L"".min™)

0,25 0,56 0,56
0,6 1,01 1,05
1,2 1,12 1,12

4.3.3. Determinacao da atividade proteolitica

Os resultados observados na Figura 9 mostraram a presenca de enzimas com
atividade proteolitica, sendo este efeito dependente da concentracdo do extrato

proteico.

0.08-

Atividade enzimatica

Figura 9. Atividade proteolitica. 100 pL de azocaseina (4 %) em Tris 100 mM (pH
8,0) incubado com diferentes concentracées do precipitado proteico (2,5; 6,0; 12,0
pug/mL) durante 1 h a 37 ©°C. Atvidade proteolitica determinada
espectrofotometricamente (.. 442 nm). Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima que produz um aumento de 0,01 na

absorvancia.
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4.4. Estudo do rendimento do precipitado proteico de S. koalae

4.4.1. Dosagem de Proteinas por diferentes métodos de obtencdo do

precipitado proteico

Com o intuito de aumentar o rendimento de proteinas de S. koalae, diferentes
agentes precipitantes foram utilizados. A concentracdo de proteinas foi maior
quando foi utilizado o Sulfato de aménio com (16,17 mg/mL), seguido pelo Etanol 2x
volume (6,89 mg/mL), Etanol 80% (5,88 mg/mL) e Acetona (0,55 mg/mL),

respectivamente.
18 16,17
< 16
Z 14
= i
g 12
o 10 .
L - 6,89
a 8 5,88
— 6 .
£
= 4 -
E 2 0,55
0 — : :
Acetona Etanol 80% Etanol Sulfato de
(2x)volume Amonio

Figura 10. Concentracdo de proteinas (mg/mL) presente nos precipitados com
diferentes agentes a partir da cultura de Sborobolomyces koalae cultivada em 1 L
de YEPD liquido por 72 horas a 27 °C.
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4.4.2. Caracterizacdo do perfil de proteinas nos diferentes métodos de

obtencé&o do precipitado proteico

O perfil de proteinas foi alterado quando se variou 0s agentes precipitantes da
cultura de S. koalae. Quando se utilizou etanol 80 %, verifica-se uma maior
separacdo das proteinas e intensidade de todas as bandas proteicas (Fig. 11 - 2),

quando comparado com os demais precipitantes.

kDa
220
100

60
45

30
20

12

Figura 11. Caracterizacdo do perfil proteico de Sborobolomyces koalae com
diferentes agentes precipitantes. SDS-PAGE em gel de acrilamida-bisacrilamida
(13%), tampéao Tris-glicina (pH 8.3). PM- Padrdo molecular; 1 — Controle (Perfil de
proteinas de S. koalae); 2 — Etanol 80 %; 3 — Etanol 2x volume; 4 — Acetona; 5—

Sulfato de amonio.
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4.4.3. Atividade killer do precipitado da levedura, apés submissdo aos

diferentes métodos de precipitacéo

Observou-se que quando se utilizou o etanol 80 %, como agente precipitante,
a atividade killer de S. koalae contra a levedura sensivel S. cerevisiae NCYC1006 foi
bem maior que nos demais agentes de precipitacéo (Tabela 5 e Fig. 12).

Com os fitopatogenos G. citri- aurantii e P. digitatum nédo foi observado
atividade killer, independente da utilizacdo dos diferentes agentes precipitantes (Fig.
13 e 14).

Tabela 5. Atividade killer (cm) dos diferentes precipitados
proteicos contra a levedura sensivel S. cerevisiae NCYC
1006.

. _ Tamanho médio do halo
Precipitados Proteicos o
de inibicdo (cm)

Etanol 80 % 1,13 a¥

Etanol (2x) volume 055 b

Sulfato de Amonio 0,50 b

Acetona 0,00 c

(1) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey (P <0,05).



38

ACETONA ETANOL 80% ETANOL(2x) volume SULFATO DE
AMONIO

Figura 12. Atividade Kkiller apresentada pelos precipitados proteicos de

Sporobolomyces koalae, obtidos a partir de diferentes agentes precipitantes, contra

a levedura sensivel Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006. Meio de cultura YEPD-

azul de metileno (pH 4,6) a 27 °C.

SULFATO DE
AMONIO

ACETONA ETANOL 80% ETANOL(2x) volume

Figura 13. Atividade Kkiller apresentada pelos precipitados proteicos de

Sporobolomyces koalae, obtidos a partir de diferentes agentes precipitantes, contra
o fungo Geotrichum citri-aurantii. Meio de cultura YEPD-azul de metileno (pH 4,6) a

27 °C.
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ACETONA ETANOL 80% ETANOL(2x) volume SULFATO DE
AMONIO

Figura 14. Atividade killer apresentada pelos precipitados proteicos de
Sporobolomyces koalae, obtidos a partir de diferentes agentes precipitantes, contra
o fungo Penicillium digitatum. Meio de cultura YEPD-azul de metileno (pH 4,6) a 27
°C.

4.5. Caracterizacdo da toxina killer

45.1. Condi¢cdes Otimas para atividade da toxina killer de Sporobolomyces

koalae

Foram avaliadas as melhores condigbes de pH e de temperatura para a
atividade killer utilizando o precipitado proteico de S. koalae. A maior atividade killer
foi observada em condi¢cdes de pH 4.9, seguido do pH de 5.4, 4.6, 35 e 4.0,
respectivamente (Tabela 6).

Com relacdo as temperaturas testadas, ndo houve diferenca estatistica entre
as temperaturas de 22 °C, 25 °C e 27 °C, onde todas apresentaram atividade killer
contra a levedura sensivel. Porém, a atividade killer diminuiu nas temperaturas de 30
°C e 5°C (Tabela 7 e Fig. 15).

Pode-se observar que, no pH 4.9 e na temperatura de 22 °C, o precipitado
proteico de S. koalae apresentou maior atividade, ilustrado pelo halo de inibigcéo,
linha e zona azul (esses Uultimos sdo indicativos da morte celular da levedura
sensivel S. cerevisiae NCYC 1006) (Fig. 15).



Tabela 6. Influéncia de diferentes pH na atividade killer de

Sporobolomyces koalae.

pH Médias

pH 3.5 0,75 d¥
pH 4.0 0,62 e
pH 4.6 089 ¢
pH 4.9 1,20 a

pH 5.4 1,06 b

@ Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P <0,05).

Tabela 7. Influéncia de diferentes temperaturas na

atividade killer de Sporobolomyces koalae.

Temperaturas Médias
5°C 016 c¢®
22 °C 1,17 a
25°C 1,15 a
27 °C 1,14 a
30 °C 092 b

(1) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

40
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40| pH4.6 | pH4.9 | pHS54

pH3.5| pH

Figura 15. Condi¢cdes de pH e de temperatura para a atividade killer utilizando o

precipitado proteico de Sporobolomyces koalae contra Saccharomyces cerevisiae
(NCYC 1006). Meio de cultura YEPD + azul de metileno.

4.6. Purificagcéo parcial da toxina killer de Sporobolomyces koalae

4.6.1. Purificacéo parcial e caracterizagao bioquimica

Apés a identificacdo de possiveis enzimas envolvidas no biocontrole e
determinacdo de componentes proteicos principais, seguiu-se com a etapa de
purificacdo. Os picos resolvidos foram separados em 6 fracdes, reunidos e
submetidos aos ensaios de atividade killer e enzimas hidroliticas.
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Figura 16. Cromatografia de troca ibnica em DEAE - Celulose do extrato bruto de
Sporobolomyces koalae, 150 mg de extrato bruto diluido em tampéao Acetato (10
mM, pH 5,0) aplicado em coluna cromatografica contendo DEAE - Celulose (1,6 cm
X 100 cm) eluido no mesmo tampédo em fluxo continuo (0,6 mL/min, 4 mL/tubo).
Perfil cromatografico representado pela leitura dos tubos em espectrofotbmetro
(2280 nm).

4.6.2. Avaliacdo das fracdes quanto a atividade de Quitinases e B-1, 3-

glucanase

Foi detectada atividade de quitinases e -1, 3-glucanases somente na fracao
1 resultante da cromatografia de DEAE- Celulose com o precipitado proteico de S.

koalae.
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Tabela 8. Atividade de Quitinase e -1, 3-glucanase das
fracOes resultantes da cromatografia DEAE - Celulose do

precipitado proteico de Sporobolomyces koalae.

Amostras B- 1,3- glucanase Quitinase
(g.L"min™Y) (g.L"min™Y)
Precipitado Proteico

total 6,85 7,85
Fracao 1 4,96 4,90
Fracéo 2 0 0
Fracéo 3 0 0
Fracao 4 0 0
Fracdo 5 0 0
Fracéo 6 0 0

4.6.3. Avaliacao das fracbes quanto a atividade Kkiller

As fracOes resultantes da cromatografia foram analisadas quanto sua
atividade e pode-se observar que somente a fracdo 1 apresentou atividade Kkiller
contra a levedura sensivel S. cerevisiae NCYC 1006. (Tabela 9 e Fig. 17).

Com relacédo ao teste de atividade das fracOes obtidas ndo foi detectada

atividade killer contra os fitopatogenos (Fig.18 e 19).



Tabela 9. Teste de atividade killer das fragbes da cromatografia em DEAE-

Celulose do precipitado proteico de S. koalae.

FRACOES
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
+: atividade killer <1 mm; ++: atividade killer >1 mm; - auséncia de

atividade killer.

Figura 17. Avaliacdo das fracdes quanto a atividade killer contra a levedura sensivel
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 (1,0x10° células/mL). FracBes diluidas em
H,O MiliQ e adsorvidas em discos de papel. Incubagéo das culturas por 72 h a 27
°C. Atividade visualizada através da difusdo e formacdo de halos de inibicdo. C -
Controle (Tampao Acetato 10 mM, pH 5).
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Figura 18. Avaliacao das fracBes quanto a atividade killer contra o fungo Geotrichum
citri-aurantii (1,0x10° células/mL). Fracées diluidas em H,O MiliQ e adsorvidas em
discos de papel. Incubagdo das culturas por 72 h a 27 °C. Atividade visualizada
através da difusdo e formacdo de halos de inibicdo. C- Controle (Tampéo Acetato
10mM, pH 5).

BN

Figura 19. Avaliacdo das fragcbes quanto a atividade killer contra o fungo P.

digitatum (1,0x10° células/mL). Fracées diluidas em H,O MiliQ e adsorvidas em
discos de papel. Incubacdo das culturas por 72 h a 27 °C. Atividade visualizada
através da difusdo e formacao de halos de inibicdo. C- Controle (Tampé&o Acetato 10
mM, pH 5).



46

4.6.4. Tricina — SDS Page (Caracterizacao do perfil de proteinas da fracao ativa)

A fracédo (Fracao 1) que apresentou atividade killer (item 4.6.1) foi submetida
a andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigcbes desnaturantes
(SDS-PAGE). Pode-se notar, pelo perfil proteico (Fig. 20), que houve uma
purificacdo parcial das proteinas com diferentes pesos moleculares, verificando-se a
existéncia de aproximadamente 4 bandas proteicas com tamanho aproximado que
variam de 8 a 65 kDa.

kDa PM F1 ppt
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Figura 20. Tricina — SDS Page da fracdo ativa (F1) da cromatografia de troca iénica.
(PM) Padrédo Molecular; (1) Fracdo 1 (10 pg/uL); (ppt) Precipitado proteico de S.
koalae (10 pg/uL). Condicoes eletroforéticas: 2h, 20 mA, 90V. Gel corado com Azul
de Coomassie R-250, Acrilamida-bisacrilamida (4 % no gel de aplicacdo e
concentracdo da amostra;10 % no gel de espacamento; 16 % no gel separagao),
tampéao Tris-tricina 1 M, pH=8,25 , SDS (0,1 %).
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4.7. Extracdo e deteccdo de plasmideo de RNA de fita dupla (dsRNA) de S.

koalae

A extracdo e deteccdo de dsRNA do isolado ACBL-42 foi analisada por
eletroforese em gel de agarose. Os resultados mostraram que a levedura néo
apresenta as duas espécies de plasmideo dsRNA (L e M-dsRNA) necessarias para
producédo da toxina killer, quando comparado com a cepa padréo killer (KL88), tipo
K1 (Fig. 21). Portanto, acredita-se que pelo resultado apresentado, que a toxina killer

produzida por S. koalae pode ser de origem cromossomal.

/\Hind IlI KL88 ACBL-42

Figura 21. Eletroforese em gel de agarose 1 % da extracdo de dsRNA da levedura

S. koalae — ACBL 42 e KL-28 padrao killer K1. Padrao de peso molecular A Hindi IIl.

5. DISCUSSAO

Sporobolomyces koalae é uma nova espécie de levedura com potencial para
producdo de toxina killer, porém, ndo existem relatos na literatura sobre quais séo as

proteinas que sdo excretadas por esse organismo e quais estariam envolvidas na
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atividade killer. No intuito de se conhecer mais sobre as fungbes desse
microrganismo no ecossistema e assim, suas possiveis aplica¢cdes biotecnoldgicas,
esse trabalho apresenta resultados sobre a caracterizacdo parcial bioquimica e
funcional da toxina killer produzida pela levedura.

Durante a realizacdo desse trabalho foi possivel observar que S. koalae
apresenta um grupo heterogéneo de proteinas alcalinas, em seu perfil proteico, com
uma variagcdo de tamanho entre 10 a 90 kDa. Toxinas killer possuem variadas
massas moleculares que variam entre géneros e espécies, sendo seu tamanho
determinado pelos tipos de residuos monossacarideos que as constitui (IZGU et al.,
2006). Dentre as proteinas, foi possivel identificar a presenga de protease, 3- 1,3
glucanase e quitinase, que podem estar relacionadas com a atividade killer de S.
koalae.

Os resultados obtidos no respectivo trabalho sobre as caracteristicas da
toxina Kkiller de S. koalae e as possiveis proteinas envolvidas, especialmente,
protease e a B- 1,3 glucanase corroboram com Varios autores de literatura. Andrade
(2011) caracterizou uma toxina killer de Kodamaea ohmeri ES92 como uma
glicoproteina de massa molecular maior que 30 kDa, ao passo que a toxina de
Pichia anomala NCYC 432 foi determinada em 47 kDa.

Buzzini e Martini (2002) verificaram a atividade enzimatica proteolitica
extracelular de microrganismos leveduriformes, como Pseudozyma antartica e
fungos filamentosos. Dentre as proteases, a classe pertencente as serino-proteases
alcalinas se encontra entre as mais estudadas quanto as suas propriedades
funcionais (MA et al., 2007; NI et al., 2008a; NI et al., 2008b; NI et al., 2009) além
de caracterizadas com peso molecular relativo de, aproximadamente 30 kDa, o que
corrobora com a faixa de peso molecular encontrado no respectivo estudo. Nesse
contexto, Zhang et al., (2012) verificou que proteases secretadas, extracelularmente,
por Aureobasidium pullulans foram responséveis pela atividade de biocontrole contra
patdgenos de pds-colheita em macés e péssegos.

Diversos géneros de leveduras, como Candida, Pichia, Hansenula e
Saccharomyces apresentam atividade de [B-glucanases (DEL REY et al., 1979;
SALIGKARIAS et al.,, 2002; BAR-SHIMON et al., 2004) e, segundo Brock (1965), as

duas exo-hidrolases (B-1,3 e B-1,6- glucanases) produzidas por Hansenula wingei
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apresentavam peso molecular na faixa de 30 kDa (IZGU et al., 2004). Por outro lado,
Dake et al. (2004) revelaram que a massa molecular da enzima [(-1,3-glucanase
purificada era cerca de 230 kDa, diferindo de outras glucanases de fungos que
apresentam tamanhos que variam de 12 kDa a 83 kDa.

Yamamoto (1986) mostrou que toxina killer de H. marakii tem como sitio de
ligagdo B-1,3-glucana, principal constituinte da parede celular fingica e, que quando
em contato com a parede do fungo a toxina causava danos a permeabilidade,
tornando-a osmoticamente fragil e defeituosa, resultando em morte celular. O autor
relatou, também, que essa toxina € codificada por genes cromossomais, assim
como, a toxina killer de S. koalae deste estudo, que pode ser de origem
cromossomal.

A baixa ou auséncia de atividade killer pode ser atribuida a incapacidade de
secrecdo; ao direcionamento da producdo ao metabolismo intracelular ou a
insuficiéncia dos métodos de deteccdo. Além disso, a atividade enzimatica dos
microrganismos pode sofrer interferéncia tanto dos fatores biolégicos, bem como,
fisico-quimico como, pH e temperatura (MACCHERONI et al., 2004).

No respectivo trabalho, observou-se que, as melhores condicbes de atividade
da proteina killer foi em pH 4.9 e numa faixa de temperatura que variou de 22 a 27
°C. Havendo uma diminuicdo da atividade quando a toxina foi submetida a pH mais
acido (3.5 e 4.0) e em condicbes de temperaturas de 5 °C e a 30 'C. Ao contrario
desse estudo, Muccilli et al. (2013) relataram que, Wickerhamomyces anomalus
BS91 exibiu atividade killer contra células sensiveis de S. cerevisiae em uma faixa
de pH de 3 a 4,5 e temperatura de 22 a 30 ‘'C. Os autores descrevem, ainda, ser a
toxina killer uma B-1,3-glucanase. Ainda, nesse contexto, outros autores como
Soares e Sato (2000) demonstraram 6tima atividade para a toxina de S. cerevisiae,
em valores de pH entre 4,2 a 4,7. Marquina et al. (2001) relataram que o pH ideal
para a producdo de toxinas killer por Williopsis Saturnus var. mrakii € de 3,5,
enquanto que, para Debaryomyces hansenii CYC 1021 é de 4.0. As proteinas Killer
do género Hansenula, particularmente, possuem estabilidade em ampla faixa de pH
(4,0-10,0) e manutencdo da atividade a 100 °C (ASHIDA, 1983).

De um modo geral, a maioria das toxinas apresenta maxima atividade e

estabilidade em pH 4.5, tornando-se as toxinas instaveis e inativas em valores acima
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de 5,0 (BUZZINI et al., 2007). Tal fato ndo estd de acordo com as condi¢cdes
encontradas neste estudo, uma vez que em pH 5.4 a toxina manteve a sua
atividade.

Com relacédo ao estudo dos métodos de precipitacdo de proteinas, apesar das
metodologias em que foram avaliados sulfato de aménio e de etanol (2:1 v/iv), como
agentes precipitantes, apresentarem maior concentracdo de proteinas (mg/mL),
optou-se por utilizar a precipitacdo com etanol 80 % (v/v), pois na analise de
proteinas por SDS-Page foi possivel visualizar uma maior separacdo das bandas e
com mais intensidade, além de propiciar melhor atividade killer.

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que houve uma
purificacdo parcial das proteinas que constituem o precipitado proteico de S. koalae,
onde a fracdo 1 mostrou a existéncia de aproximadamente 4 bandas proteicas com
tamanho aproximado que variam de 8 a 65 kDa, com atividade killer sobre células
sensiveis de S. cerevisiae e apresentando também atividade de quitinase e B-1,3-
glucanase. No entanto, novas estratégias de purificacdo devem ser realizadas na
fracdo 1, para separacdo dessas proteinas de maneira a elucidar qual das bandas é
realmente responsavel pelo fator killer.

O uso de leveduras killer como agentes de controle biologico de fitopatdgenos
gue ocorrem em frutos e vegetais na poés-colheita tem sido relatado por varios
autores (PARAFATI et al., 2016; PEREZ et al., 2018). No entanto, pelos resultados
apresentados no respectivo estudo, ndo foi observado atividade killer, no precipitado
proteico de S. koalae, contra os fitopatégenos testados, Geotrichum citri-aurantii e
Penicillium digitatum. Tal fato sugere que a atividade killer ndo é um dos
mecanismos de acdo adotado pela levedura no biocontrole desses patdgenos, no
entanto, pelo fato dessa levedura apresentar toxina killer contra células sensiveis (S.
cerevisiae NCYC 1006), outros fitopatdbgenos devem ser testados quanto a
sensibilidade ao fendmeno killer por S. koalae.

Os resultados apresentados neste estudo respondem, também, a hipétese
levantada por Ferraz et al. (2016). Segundo os autores, o potencial de S. koalae no
biocontrole da podriddo azeda em frutos citricos poderia estar relacionado a
atividade killer da levedura. Dessa maneira, pode se dizer que esse mecanismo de

acao nao é o principal responsavel pelo controle da doenca.
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Maiores estudos sobre as possiveis aplicagcdes biotecnolégicas dessas
proteinas excretadas por S. koalae deverdo ser realizados, até mesmo, no que se
refere ao desenvolvimento de novas moléculas para controle de microrganismos de

interesses.

6. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, concluiu-se que:

a) Foi possivel detectar a presenca de atividade killer, no precipitado proteico da
levedura Sporobolomyces koalae, contra células sensiveis da levedura
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006;

b) O precipitado proteico de S. koalae apresenta varias proteinas com diferentes
tamanhos moleculares e, parte dessas proteinas € positiva para atividade de B1,3-
glucanase, quitinase e protease, podendo ser uma dessas enzimas ou, 0 Sinergismo
entre elas, o responsavel pelo fator killer da levedura;

C) A funcionalidade de suas proteinas para atividade killer aumenta em pH 4.9 e
em uma faixa de temperatura de 22 °C a 27 °C;

d) A purificacdo parcial das proteinas, que constituem o precipitado proteico de
S. koalae, mostrou a existéncia de aproximadamente quatro bandas proteicas em
uma das fragdes de purificacdo, Fracdo 1, com tamanhos aproximados que variaram
de 8 a 65 kDa,;

e) A atividade killer, presente no precipitado proteico da levedura S. koalae, ndo

apresenta acdo antagonica sobre G. citri-aurantii e P. digitatum.
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