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Purificacdo da toxina killer de Aureobasidium pullulans visando o biocontrole de
Penicillium digitatum e Geotrichum citri-aurantii

RESUMO - O setor citricola enfrenta varios problemas com doencas que ocorrem na
pos-colheita, como o bolor verde e a podriddo azeda, causados por Penicillium digitatum
e Geotrichum citri-aurantii, respectivamente. O surgimento de linhagens resistentes de
P. digitatum e a falta de produtos registrados no Brasil para o controle da podriddo azeda
levam produtores e pesquisadores em busca de métodos alternativos de controle como o
uso de leveduras, sendo o fator killer um dos possiveis mecanismos de acdo desses
microrganismos. Diante disso, esse trabalho teve por objetivo purificar a toxina killer
produzida por Aureobasidium pullulans e testad-la no controle dos fitopatdgenos P.
digitatum e G. citri-aurantii. Inicialmente, foram testados diferentes métodos de
precipitacdo proteica; em seguida, com a finalidade de conhecer a composi¢do do extrato
bruto proteico de A. pullulans foi determinada a atividade proteolitica e a presenca de
proteinas que agem sobre receptores da parede celular, -1,3 glucanase e quitinase. A
purificagdo da toxina foi realizada por cromatografia de exclusdo molecular em coluna
de gel Sephadex G-75 em tampdo formiato de aménio 0,05M, pH 6,0 e cromatografia em
coluna de Cellulose (Medium Fibers) em tampéo citrato 0,01M, pH 4,6. Posteriormente,
a purificacdo foi confirmada por eletroforese em gel de poliacrilamida e realizada a
deteccdo de atividade killer em meio solido YEPD-azul de metileno tamponado com
citrato-fosfato (0,1 M pH 4,6). A identificacdo da toxina foi realizada por meio de
espectrometria de massas (LC-MSE). Pelos resultados obtidos foi verificado que o melhor
método de precipitacdo proteica foi etanol na proporcdo 2:1 (v/v etanol/sobrenadante).
No estudo sobre o extrato bruto proteico da levedura foi possivel observar a presenca de
enzimas com atividade proteolitica, atividade B-1,3-glucanase e quitinase. Durante o
processo de purificagdo foi possivel observar que a toxina killer produzida pelo isolado
de A. pullulans é uma proteina de baixa massa molecular pertencente a familia das
ubiquitinas, que apresenta atividade killer contra os fitopatdégenos P. digitatum e G. citri-
aurantii.

PALAVRAS- CHAVE: Enzimas hidroliticas, ubiquitina-like, podriddo azeda e bolor
verde



Purification of Killer toxin from Aureobasidium pullulans aimed at biocontrol of
Penicillium digitatum and Geotrichum citri-aurantii

ABSTRACT - The citrus sector faces several problems with post-harvest diseases, such
as green mold and sour rot, caused by Penicillium digitatum and Geotrichum citri-
aurantii, respectively. The emergence of resistant P. digitatum strains and the lack of
products registered in Brazil for the control of sour rot lead producers and researchers in
search for alternative control methods such as the use of yeasts, being the killer factor one
of the possible mechanisms of action of these microorganisms. Therefore, this work
aimed at purifying the killer toxin produced by Aureobasidium pullulans and testing it in
the control of P. digitatum and G. citri-aurantii phytopathogens. Initially, different
methods of protein precipitation were tested; then, in order to know the composition of
the protein precipitate from A. pullulans, the photeolytic activity and the presence of
proteins acting on cell wall receptors, B-1,3 glucanase and chitinase were determined.
Toxin purification occurred by Sephadex G-75 gel exclusion chromatography with
ammonium formate elution buffer (0.05M, pH 6.0) and Cellulose chromatography
(Medium Fibers) and citrate elution buffer (0.01M, pH 4.6). Subsequently, purification
was confirmed by polyacrylamide gel electrophoresis and the detection of killer activity
was performed in solid YEPD-methylene blue buffered with citrate-phosphate (0.1 M pH
4.6). Toxin identification was performed by mass spectrometry (LC-MSE). Based on the
results obtained, it was verified that the best protein precipitation method was 2: 1 ethanol
(v / v ethanol / supernatant). In the study on the yeast protein profile, it was possible to
observe the presence of enzymes with proteolytic activity, -1,3-glucanase and chitinase.
During the purification process, it was possible to observe that the killer toxin produced
by the A. pullulans isolate is a low molecular weight protein belonging to the ubiquitin
family, presenting Killer activity against P. digitatum and G. citri-aurantii
phytopathogens.

KEYWORDS: hydrolytic enzymes, sour rot, ubiquitin-like, green mold
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1. INTRODUCAO

A producao de laranja no cinturéo citricola de S&o Paulo e Triangulo/Sudoeste Mineiro
foi de 398,35 milhdes de caixas na safra de 2017/18. O que coloca o Brasil como um dos
maiores produtores de frutas, tanto para consumo in natura, como para a industria, quando
comparado com a safra da Flérida que atingiu 45 milhdes de caixas (FUNDECITRUS, 2018).

Além de impactar na economia brasileira, o setor contribui para o desenvolvimento
regional com a geracdo de empregos, por exigir uma grande quantidade de mdo de obra
(NEVES; TROMBIN, 2017).

Apesar da importancia econdémica e social, a citricultura enfrenta problemas de ordem
fitossanitaria, como é o caso das doencas ocasionadas por fungos que afetam a qualidade e a
quantidade dos frutos e, sdo responsaveis por perdas de 25% a 50% da producdo na p6s-colheita
(PALOU; VALENCIA-CHAMORRO; PEREZ-GAGO, 2015).

Dentre os patdgenos, que ocorrem na pos-colheita de citros, destacam-se os fungos
Geotrichum citri-aurantii (Ferraris) e Penicillium digitatum (Pers., Fr.) Sacc., agentes causais
da podridédo azeda e do bolor verde, respectivamente.

O controle do bolor verde baseia-se no tratamento de frutos com fungicidas, como
imazalil (IMZ) e tiabendazol (TBZ). No entanto, 0 uso excessivo e indiscriminado desses
produtos tem gerado preocupacgdes nos produtores e consumidores, pelos efeitos colaterais a
salde humana e contaminacdo do ambiente, além de acarretar no surgimento de linhagens
resistentes do patogeno (D’AQUINO et al., 2013; XU; CHOI, 2014; KIM; LEE, 2015).

Com relacdo a podriddo azeda, a doenca é relatada em todos os paises produtores,
afetando todas as espécies e cultivares de citros (TALIBI et al., 2011). No Brasil, em particular,
nenhuma das medidas de controle utilizadas para as podriddes de pds-colheita em citros sdo
eficazes contra G. citri-aurantii.

Diante deste contexto, buscam-se métodos alternativos de controle, como por exemplo,
0 uso de leveduras contra patdgenos que ocorrem na pos-colheita, uma vez que, as mesmas
apresentam caracteristicas que facilitam o antagonismo, pela capacidade de adaptagdo e
colonizacdo; apresentam taxas reprodutivas elevadas e competem por espagos e nutrientes no
local da infeccdo (SPADARO; DROBY, 2016; ZHIMO; BHUTIA; SAHA, 2016).

Um dos primeiros mecanismos de acdo de leveduras contra fitopatogenos foi

descoberto por Bevan e Makower (1963), mostrando a habilidade de Saccharomyces cerevisiae



em produzir a toxina killer, como um composto antimicrobiano, capaz de causar a morte de
fungos filamentosos (1IZGU; ALTINBAY, 2004).

O fendtipo killer encontra-se entre isolados de leveduras (K+) que produzem e excretam
proteinas ou glicoproteinas de baixa massa molecular, letais as células microbianas sensiveis,
denominadas de "proteinas killer" ou "toxinas killer" (MAQUEDA et al., 2012; ALOUI et al.,
2015).

O fendtipo killer ndo é restrito ao género Saccharomyces, podendo ser encontrado em
outros géneros de leveduras como Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Kluyveromyces,
Pichia e Wickerhamomyces indicando que o fendmeno killer € de fato generalizado entre
leveduras (ALOUI et al., 2015; GRZEGORCZYK et al., 2017).

As leveduras killer sdo originalmente definidas como produtoras de exotoxinas, ou
micocinas (BEVAN; MAKOWER, 1963). De maneira geral, a atividade das toxinas killer é
sensivel a fatores como pH, temperatura de incubacdo das leveduras, composicdo e
propriedades fisico-quimicas do meio e concentracdo de células sensiveis. Normalmente, as
micocinas expressam a atividade killer em valores de pH &cido que variam entre 4 e 5, e
temperaturas entre 20 °C a 25 °C (1ZGU; ALTINBAY; YUCELIS, 1997). Atualmente aceita-
se que em pH 4,5 a maioria das toxinas apresenta maxima atividade e estabilidade tornando-se
instaveis e inativas em valores acima de 5,0 (BUZZINI; TURCHETTI; VAUGHANMARTINI,
2007).

Isolados de leveduras Killer sdo imunes as suas proprias toxinas, mas podem ser
sensiveis as toxinas de outros organismos. Sendo exotoxinas, ndo necessitam do contato direto
celula-célula para atuarem sobre outras leveduras sensiveis, as toxinas killer como por exemplo
algumas [-lactamases, quitinases e ubiquitinas agem por meio de receptores de parede e
membrana celular (SCHMITT; BREINIG, 2006; CHI et al., 2010).

As ubiquitinas, em geral, sinalizam proteinas destinadas a degradacdo. A primeira
ubiquitina foi purificada por Goldstein et al. (1975), a apartir de células bovinas, com massa
molecular de 8,5 kDa. Ng, Lam e Chan (2002), que por sua vez, purificaram uma ubiquitina-
like com 9,5 kDa da espécie de cogumelo Pleurotus sajor-caju.

Ferraz et al. (2016) relataram resultados satisfatorios da atividade killer de
Aureobasidium pullulans De Bary (Arnaud) - ACBL-77 contra levedura sensivel (S. cerevisiae
NCYC 1006). Segundo, os autores, o fator killer pode ser considerado um dos possiveis
mecanismos de agdo contra G. citri-aurantii durante o biocontrole da podriddo azeda em frutos

citricos.



Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi purificar a toxina killer de A. pullulans e
testd-la no controle dos fitopatdgenos P. digitatum e G. citri-auranti, sob condi¢des

laboratoriais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Citricultura

A citricultura € um setor importante para a economia do Brasil. Segundo Neves e
Trombin (2017), o pais € responsavel por 34% da producéo de laranja e 56% do suco produzido
no mundo, quando considerada a média das Ultimas cinco safras. De acordo com os autores, 0
Brasil detém 76% do comércio mundial de suco de laranja, o que o torna o principal fornecedor
global. A citricultura gera um PIB de US$ 6,5 bilhdes de dolares em todas as ramificacGes de
sua cadeia produtiva e cerca de 200 mil empregos diretos e indiretos.

Entretanto, ha muitas doencas que causam perdas importantes para esse setor, dentre
elas estdo as doencas de pds-colheita que podem ser de origem fisica, fisioldgica ou patoldgica.
As infeccbes ocorrem devido a ferimentos ocasionados nos frutos durante a colheita, transporte
e manuseio, que sdo portas de entrada para patdgenos fungicos. Algumas infec¢bes podem
ocorrer nos frutos, ainda no campo, onde permanecem latentes, vindo a se manifestarem durante
0 beneficiamento dos frutos na pés-colheita (PALOU; VALENCIA-CHAMORRO; PEREZ-
GAGO, 2015).

Das doengas fungicas, os bolores (Penicillium digitatum e P. italicum), juntamente com
a podriddo azeda (Geotrichum citri-aurantii), sdo as doencgas mais importantes que ocorrem
com mais frequéncia nos frutos citricos, embora, existam outras doencas como as podriddes
pedunculares, causadas por Lasiodiplodia theobromae e Phomopsis citri; a antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides) e a podriddo negra (Alternaria alternata), que
ocasionalmente, podem ser importantes economicamente (FISCHER et al., 2013; REGNIER et
al., 2014).



2.2. Bolor verde

O bolor verde, causado por Penicillium digitatum, € uma das doencas fungicas que
ocorre com mais frequéncia no Brasil. O fungo sobrevive saprofiticamente na forma de conidios
nos substratos organicos de pomares e outros ambientes, podendo afetar os frutos ainda no
campo, na fase final de maturacéo (FISCHER; LOURENCO; AMORIM, 2008).

A manifestacdo da doenca depende de condicBes climaticas adequadas (temperaturas
em torno de 24°C) e de como sera feita a manipulacdo dos frutos, desde a colheita até o
consumidor, considerando que os ferimentos ocasionados nos frutos favorecem as infeccoes
pelo fitopatdgeno. A doenca € caracterizada inicialmente por apresentar uma podriddo mole nos
frutos. As lesdes ao atingirem um didmetro de 2-3cm sdo recobertas por um micélio branco
com massa densa de conidios de cor verde-oliva. Os conidios apresentam um formato
ligeiramente cilindrico a ovalado com dimens@es de 4 a 7 um x 6 a 8 um, s&o produzidos em
cadeia, denominados assim de esporos catenulados. Essas estrutura sdo disseminadas pelo vento
e atingem a superficie dos frutos. As hifas do fungo sdo septadas e colonizam o substrato,
liberando enzimas, que atuam na decomposicao das substancias mais complexas, tornando-as
assimilaveis, provocando assim, a podriddo nos frutos. A fase perfeita ou fase sexuada desse
fungo é rara na natureza. Apos a infecgéo, os frutos tém o periodo de armazenamento reduzido,
devido a formacdo de etileno, que acelera o processo de maturacdo, diminuindo a vida de
prateleira (KIMATI et al., 1997; LARANJEIRA et al., 2002).

O controle dessa doenca ¢ feito por fungicidas, como imazalil (IMZ) e tiabendazol
(TBZ), podendo ser aplicados sozinhos, em misturas, ou aplicados separadamente, em
sequéncia. Embora funcione bem no controle da doenga, o uso indiscriminado desses produtos
contribui para a proliferacdo de linhagens do patdgeno resistentes aos principios ativos e deixam

residuos nos frutos, o que pode acarretar em danos a saude publica (ISMAIL; ZHANG, 2004).

2.3. Podriddo Azeda

A podriddo azeda ou podridao acida, causada pelo fungo Geotrichum citri-aurantii esta
difundida em todos os paises produtores de citros, afetando todas as variedades, sendo as
tangerinas as mais suscetiveis (TALIBI et al., 2011).

Inicialmente, os sintomas nos frutos aparecem como como lesdes de coloragdo marrom-

clara e brilhantes (LARANJEIRA et al., 2005), na sequéncia, o fungo secreta enzimas



extracelulares que degradam a casca e as vesiculas de suco, formando, no local, uma massa
aquosa, cujo suco se espalha (DAVIS; BAUDOIN, 1986). Em condi¢Oes de elevada umidade
(>80%) e temperaturas acima de 12 °C, surge na superficie do fruto, um mofo de coloracao
branca e aspecto enrugado, composto por micelio, conidioforos e conidios, originando, assim,
uma podriddo com forte odor putrido (TUSET, 2000).

Esse fitopatdgeno, em sua fase teleomorfica ou sexual possui a denominagdo de
Galactomyces citri-aurantii E. E. Butler e, para a fase anamorfica ou assexual, de Geotrichum
citri-aurantii (Ferraris) Butler (BROWN; ECKERT, 2000). Sendo a fase assexual a mais
comum e facil de ser detectada (LARANJEIRA et al., 2005). Seu habitat natural é o solo e a
contaminagdo dos frutos ocorre por meio de ferimentos causados durante a colheita e
manipulacdo na casca da fruta madura, e quando em condic¢des favoraveis ao desenvolvimento
do patégeno como estacbes Umidas e temperaturas entre 25°C a 30°C, provocam perdas
econdmicas significativas (ECKERT; BROWN, 1988; COHEN; COGGINS; ECKERT, 1991;
TALIBI etal., 2012).

Com relagdo ao controle da doenca, existem dois produtos com acdo sobre o patdgeno,
ortofenilfenato de sédio (OPP) o qual controla parcialmente a doenca (LI1U et al., 2009; FENG
et al., 2011), porém, é considerado um composto cancerigeno (KITAGAWA; KAWADA,
1984) e o Guazatine que é usado para o controle da podriddo azeda em paises da Europa, Africa
e Australia (ISMAIL e ZHANG, 2004; McKAY; FOSTER; ADASKAVEG, 2012;
KELLERMAN et al., 2°018). No Brasil, ndo existem produtos registrados para controle dessa
doenca em frutas citricas (FERRAZ et al., 2016).

2.4. Controle Biologico

O controle das doencas de pds-colheita é feito através da utilizacdo de fungicidas
sintéticos eficazes na preservacdo e qualidade dos frutos (IPPOLITO, 2002), além de contribuir
para o aumento da “vida de prateleira” (MARI et al., 2010). O problema do uso destes produtos
sdo os efeitos indesejaveis ao meio ambiente, e com 0 UsO excessivo, acabam promovendo
resisténcia de linhagens de fitopatdgenos (PEREZ et al., 2016). Dessa maneira, a utilizagdo do
controle biologico vem sendo amplamente estudado como uma alternativa de controle
(PASCHOLATI, 1998).

O controle de fitopatdgenos por microrganismos pode ocorrer por diversos modos de

acdo como antibiose, competicdo por espaco e nutrientes, inducdo de resisténcia, inativacdo de



fatores de germinagdo, producdo de toxinas Killer, parasitismo e producdo de enzimas
degradadoras da parede celular do patdgeno (WHIPPS, 2001; EL-MEHALAWY et al., 2004;
FERRAZ et al., 2016), sendo a estratégia mais efetiva, quando os agentes de biocontrole
apresentam multiplos modos de acao.

A utilizagdo do controle biol6gico, como alternativa de controle, tem sido considerada
a mais natural e socialmente aceita em substitui¢do total ou, na diminui¢édo da dose do produto
quimico (MORETTO et al., 2014).

Dentre os microrganismos, as leveduras sdo potencialmente mais efetivas no controle
de doencas de pds-colheita, pois sdo fenotipicamente mais adaptadas a esses nichos e s&o habeis
na colonizagdo e competicdo por espaco e nutrientes (FILONOW, 1998; COELHO;
HOFFMANN; HIROOKA, 2003).

Além disso, as leveduras podem apresentar outros mecanismos de ac¢ao, podendo induzir
resisténcia em tecidos do hospedeiro a fitopatdgenos e produzir antibioticos e enzimas que
degradam a parede celular de fungos. Além disso, as leveduras sdo importantes como agentes
de controle bioldgico por ndo contaminarem os alimentos, possuirem baixa mico-toxicidade,
visando a seguranca alimentar no consumo de frutos in natura e sdo tolerantes aos fungicidas
frequentemente utilizados no tratamento de frutos na pos-colheita (EL-TARABILY;
SIVASITHAMPARAM, 2006; LAHLALI et al., 2011; FERRAZ et al., 2016).

Ja sdo comercializados produtos a base de levedura para controle bioldégico como
Shemer® (Metschnikowia fructicola) em Israel (DROBY et al., 2009), Candifruit™ (Candida
sake) na Espanha (USALL et al., 2009); Na Bélgica, Nexy (Candida oleophila) (EFSA, 2012)
e, na Alemanha, o Boni-Protect®, contendo duas cepas de A. pullulans, eficiente contra
patdgenos de pds-colheita, como Monilia fructigena, Penicillium expansum e Botrytis cinerea,
em macds (WAGNER et al., 2013).

Algumas leveduras antagonistas, dependendo da espécie e do isolado, apresentam a
atividade killer como um mecanismo contra células sensiveis, onde a toxina afeta diretamente
a parede celular do microrganismo alvo, podendo provocar a morte (GOLUBEV; PFEIFFER;
GOLUBEVA, 2006).



2.5. Atividade killer

Em 1963, Bevan e Makower descobriram a toxina killer em Saccharomyces cerevisiae,
um dos primeiros mecanismos de acdo de algumas leveduras capaz de causar a morte de fungos
filamentosos (1ZGU; ALTINBAY, 2004; SCHMITT; BREINIG, 2006). Segundo alguns
autores existem quatro tipos de toxinas Killer j& descritas em S. cerevisiae, denominadas K1,
K2, K28 e Klus, com base na sua atividade e imunidade (SCHMITT; BREINIG, 2006;
RODRIGUEZ-COUSINO et al., 2011). As proteinas killer matam células de leveduras
sensiveis, enquanto que suas proprias células permanecem imunes & sua toxina killer
(SCHMITT; BREINIG, 2006; MEINHARDT; KLASSEN, 2009).

As toxinas killer podem ser encontradas em diversos géneros de leveduras, como em
Aureobasidium, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia, Ustilago, Torulopsis, Williopsis e Zygosaccharomyces (CASTORIA et
al., 2003; RAU et al., 2005; BAUERMEISTER et al., 2017).

A base genética do fendtipo killer pode estar associada com a presenca de dsRNA (S.
cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Ustilago maydis), dsSDNA (Kluyveromyces lactis, Pichia
acociae, Pichia inositovora) ou genes cromossomais (Pichia farinosa, Williopsis mrakii)
(SUZUKI, 1999; SCHMITT; BREINIG, 2002).

Quanto a massa molecular, ja foram descritas toxinas de diversos tamanhos. Estudos
estimam a massa molecular em 300 kDa para o isolado de Hansenula anomala (KAGIYAMA
et al, 1988), 100kDa para K. lactis (SUGISAKI et al., 1984), 47kDa para Pichia anomala
NCYC 432 (1ZGU; ALTINBAY; ACUN, 2006), 36 kDa para Candida sp. (YOKOMORI;
AKIYAMA,; SCHIMIZU, 1988), 20 kDa para S. cerevisiae (GOTO et al., 1990), 18kDa para
H. uvarum (RADLER; SCHMITT; MEYER, 1990), 11 kDa para Williopsis saturnus WC91-2
(WANG, X. etal., 2012).

Estudos relatam resultados positivos de acdo de toxina killer contra outros
microrganismos, como por exemplo, o controle de Fusarium oxysporum pela levedura killer
Zygosaccharomyces bailii (WEILER; SCHMITT, 2003) e de Botrytis cinerea pela Pichia
membranifaciens (SANTOS; SANCHEZ; MARQUINA, 2004). Em 2005, Walker et al.
mostraram uma intensa capacidade de inibicdo do crescimento micelial de Heterobasidium
annosum, Rhizoctonia solani, Fusarium equiseti por leveduras Killer. Para o controle de
Penicillium expansum em magcés, tanto Candida guilliermondii quanto Pichia ohmeri foram
eficazes (COELHO, 2005).



Devido ao caréater Killer apresentado, as leveduras killer possuem diversas aplicaces
biotecnoldgicas de caréater cientifico e comercial, sendo utilizadas na preservacdo de alimentos
como agentes de biocontrole, em industria alimenticia (PALPACELLI; CIANI; ROSSINI,
1991), na industria de fermentagdo para combater contaminantes (IZGU; ALTINBAY;
SERTKAYA, 2005), e segundo Polonelli et al. (1986), leveduras killer foram empregadas no
tratamento de infecgdes humanas e animais.

A habilidade das leveduras em exibir um fendtipo killer, no controle de doencas na pos-
colheita de frutos, vem despertando um interesse particular. Tais proteinas tém potencial no
controle de leveduras, fungos e bactérias patogénicas por meio de diferentes mecanismos,
incluindo a hidrélise do principal componente da parede celular B-1,3-glucanos (IZGU;
ALTINBAY, 2004; MUCCILLI et al., 2013), o vazamento de ions pela formacéo de canais
ibnicos na membrana citoplasmatica da célula-alvo e a inibicao da sintese de DNA (SCHMITT;
BREINIG, 2002).

Neste contexto, Kepekgi (2006) observou que a proteina killer tipo K5 produzida por
Pichia anomala ¢ uma exo B-1,3 glucanase que tem atividade antifungica, sendo efetiva, em
patdgenos de pds-colheita como B. cinerea, P. digitatum e P. italicum. Entre as espécies killer,
foi relatado que Wickerhamomyces anomalus produz altos niveis de toxinas killer com um
amplo espectro de atividade e uma estabilidade relativamente alta, comparado com outras
leveduras killer (WANG et al., 2008). Platania et al. (2012) verificaram a atividade de -
glucanase como mecanismo de acdo da levedura killer W. anomalus contra P. digitatum,
confirmado pela presenca do halo de inibicao e pelos danos sobre as hifas do fitopatdgeno.

Outra cepa da levedura P. anomala (DBVPG 3003), estudada por De Ingeniis et al.
(2009), produz uma toxina killer chamada Pikt, que possui atividade antifingica contra
leveduras Brettanomyces/Dekkera sp.. A toxina killer Pikt € uma proteina homogénea com
cerca de 8 kDa, que mostrou semelhanca com uma ubiquitina em rela¢do a massa molecular e
sequéncias N-terminais. Ela interage com B-1,6-glucana, presente na parede celular de alvos
sensiveis, entretanto, diferentemente da toxina K1 (S. cerevisiae), a atividade de Pikt ndo é
mediada por um aumento na permeabilidade da membrana.

Dados de literatura mostram que A. pullulans, alvo de estudo neste trabalho, tem
capacidade de produzir aureobasidina A, um antibidtico depsipeptideo antifungico, que tem
forte atividade in vitro contra muitos fungos patogénicos, incluindo C. albicans, C. neoformans
e Aspergillus spp. (IKAI et al., 1991; TAKESAKO et al., 1993) Geotrichum citri-auranti
(CUNHA, et al.,2016).



2.6. Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans (De Bary) G. Arnaud é classificado como um organismo do
Filo Ascomycota, Classe Dothideomycetes, Ordem Dothideales, Familia Dothioraceae e
Género Aureobasidium (NATURDATA, 2016). Essa levedura apresenta crescimento inicial de
coloragéo clara (roseada) tornando-se roxeada conforme ocorre a melanizagéo das hifas, sendo
assim conhecida como "levedura negra”, como ilustrado na Figura 1. Essas hifas melanizadas
sofrem septacdo, formando clamidosporos ou artrosporos (ZALAR et al., 2008). A melanina
produzida fornece protecdo contra a lise do microrganismo, por irradiacgdo solar, luz ultravioleta
e, morte por radicais livres (FRANZEN et al., 1999).

Figura 1. Isolado de A. pullulans ACBL-77.

Esta espécie é capaz de crescer em células individuais chamadas yeast-like,
caracterizada por apresentar hifas largas, policaridticas, conidiacdo sincrona ou, como hifas
septadas apresentando células de brotamento (YURLOVA; HOOG, 1997; SINGH et al., 2015).

E facilmente encontrado em varios nichos ecoldgicos, incluindo solo, 4gua e tecido
vegetal. Por sua facil propagacéo, essa espécie é encontrada globalmente, exceto em ambientes
muito frios (ZALAR et al., 2008).

Por ser um organismo ubiquo, apresenta caracteristicas fisioldgicas diferentes e alta
variabilidade e instabilidade genética possibilitando sua aplicagdo em muitas areas
biotecnoldgicas (YURLOVA; MOKROUSOV; DE HOOG, 1995; CHI et al.,, 2009). A.
pullulans é tolerante a ambientes contaminados com metais pesados, podendo ser isolada de
locais contaminados com cadmio, chumbo, etc. (CERTIK; BREIEROVA; JURSIKOVA,
2005). Ha relato do uso deste microrganismo na producdo de alimentos, enzimas para farmacos,

detergentes e transformaces bio-organicas. (PARAWIRA, 2008). A analise da morfologia é
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insuficiente para avaliar a variabilidade interespecifica e para diferenciar linhagens
estreitamente relacionadas. Normalmente € classificada como ndo patogénica. Entretanto, ha
relatos raros de cepas que podem ser nocivas as plantas (COOKE, 1959).

Para o sucesso no biocontrole, 0 microrganismo deve ser tolerante a escassez de
nutrientes, radiacdo ultra-violeta, baixa temperatura e as diversas mudancas climéticas. A.
pullulans possui alta capacidade de adaptagéo tanto na filosfera quanto na troposfera, por ser
altamente tolerante a dessecacao e irradiacdo (GAUR et al., 2010).

Ha relatos que um dos metabolitos de A. pullulans apresenta amplo espectro de acéo
contra diversos patdgenos. A aureobasidina A (AbA), um antibidtico fungico depsipeptideo
ciclico, com atividade antifungica contra diversos fitopatdgenos como o P. digitatum, agente
causal do bolor verde em citros e 0 B. cinerea, agente causal do mofo cinzento em morango,
onde a AbA inibiu a germinacdo e o crescimento do tubo germinativo (TAKESAKO et al.,
1991; LIU et al., 2007). Os autores ainda indicam que AbA age no bloqueio da atividade de
inositolfosforilceramida sintase (IPC), enzima presente em fungos, que é essencial para a
biossintese dos esfingolipidios.

A espécie também produz um biopolimero conhecido como pululana, com alta
empregabilidade nas diversas éareas biotecnolégicas como producdo de plasticos
biodegradaveis, aditivos alimenticios e para biorremediacdo de ambientes contaminados
(CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011); e apesar da biossintese da pululana ser
desconhecida, sabe-se que é sintetizada intracelularmente e depois excretada (LEATHERS,
2013).

H& algum tempo a A. pullulans vem sendo estudada como um agente de controle
biolégico em diversas culturas, principalmente, no controle de doengas ocorridas na fase de
pos-colheita. Estudos anteriores encontraram resultados positivos no controle de P. expansum,
agente causador do bolor azul em macd, utilizando uma cepa de A. pullulans, obtendo até 97%
de frutos sem sintomas da doenca (BENCHEQROUN et al., 2007). Também foram relatados
estudos de cepas da espécie para controle de P. expansum e B. cinerea em macds, com reducao
de até 89% na incidéncia das doencas (IPPOLITO et al., 2000); de B. cinerea e Rhizopus
stolonifer, causadores do bolor cinzento e da podriddo mole, respectivamente, em morango
(LIMA etal., 1997); de B. cinerea e Monilinia laxa, reduzindo a incidéncia das doencas de 80%
em cereja e 64% em uva, quando a levedura foi aplicada de forma curativa (SCHENA et al.,
2003).
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Castoria et al. em 2001 descreveram o mecanismo de agao de uma cepa de A. pullulans
contra B. cinerea, P. expansum, R. stolonifer e Aspergillus niger (patégenos de pos-colheita de
maca), como sendo a competi¢do por nutrientes, porém, os autores relataram a deteccdo de
exoquitinase [N-acetyl-B-D-glucosaminidase (Nagase)] e de B-1-3-glucanase nos estudos in
vitro e in vivo, sugerindo, portanto, que estas enzimas poderiam estar envolvidas na atividade
antifungica.

Ferraz et al. (2016) relataram resultados satisfatorios da atividade killer de A. pullulans
- ACBL-77 contra levedura sensivel (S. cerevisiae N CYC 1006). Segundo, os autores, o fator
killer pode ser considerado um dos possiveis mecanismos de acdo contra G. citri-aurantii

durante o biocontrole da podriddo azeda em frutos citricos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

Foram utilizados no presente estudo a levedura killer Aureobasidium pullulans (ACBL-
77), a levedura sensivel ao fator killer (Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006) e 0s
fitopatdgenos Geotrichum citri-aurantii e Penicillium digitatum pertencentes a colecdo de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e Controle Bioldgico do Centro Avangado de

Pesquisa de Citros “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeiropolis/SP, Brasil.

3.2. Deteccéo de atividade killer da levedura

O fator killer do isolado de A. pullulans (ACBL-77), utilizando a metodologia adaptada
de Woods e Bevan (1968), foi testado contra a levedura sensivel ao fator killer (S. cerevisiae
NCYC 1006) e nos fitopatdgenos P. digitatum e G. citri-aurantii. Uma aliquota de 0,4 mL de
uma suspensdo (1 x 108células ou esporos/mL) de cada microrganismo foi repicada para meio
YEPD-azul de metileno (1% de extrato de levedura; 2% de glicose; 2% de peptona, 2% de Agar
e 0,002% de Azul de metileno, tamponado com citrato-fosfato 0,1 M pH 4,6) contido em placas
de Petri, pela técnica de espalhamento. Em seguida, discos de meio BDA (Batata-Dextrose-
Agar) contendo as células da levedura (previamente espalhada e incubada por 72h) foram
transferidos simultaneamente para as placas e as culturas incubadas por 48h. Posteriormente, a

atividade killer foi determinada pela presenca ou auséncia do halo de inibicao.
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3.3. Obtencdo de proteinas extracelulares de A. pullulans ACBL-77 por precipitacdo com

etanol, sulfato de amonio e acetona

Com o objetivo de determinar a melhor técnica de precipitacdo das proteinas de A.
pullulans, uma alcada da levedura foi retirada de uma colonia ativa (48 horas de cultivo) e
transferida para frascos de Erlenmeyer, de capacidade de 250 mL, contendo 100 mL de meio
de cultura YEPD (1% de extrato de levedura; 2% de peptona e 2% de glicose), sendo,
posteriormente, a cultura incubada sob agitagcéo a 150rpm, na auséncia de luz por 24 horas. Em
seguida, transferiu-se 1mL da cultura para 100mL de meio YEPD, com posterior incubacao sob
agitacdo a 150 rpm, em temperatura ambiente por 72 horas.

Para a obtencdo do precipitado proteico, a cultura de A. pullulans foi centrifugada a
10000xg por 15 min a4 °C para a remocao de células e o sobrenadante submetido a precipitacéo
com diferentes agentes precipitantes:

3.3.1. Precipitacdo de proteina com etanol

Para a precipitacdo com etanol, foram testadas duas concentragdes distintas, 0,8:1 (v/v)
(LABBANI et al., 2015) e 2:1 (v/v) etanol/sobrenadante (SOARES; SATO, 2000). O etanol
gelado foi adicionado na proporcdo correta em 450 mL do sobrenadante da cultura, o
polissacarideo pululana formado foi descartado, e o restante foi deixado overnight a 4 °C e,
submetido a centrifugacdo a 10.000xg por 15 min e o precipitado proteico foi solubilizado em
agua destilada e concentrado em liofilizador por 24 h.

3.3.2. Precipitacdo de proteina com acetona

O sobrenadante do meio de cultura foi testado com acetona numa concentragéo de 0,8:1
(v/v) segundo a metodologia adaptada de Soares e Sato (2000). O solvente foi adicionado ao
sobrenadante da cultura, o polissacarideo pululana formado foi descartado, e o restante foi
deixado overnight a 4 °C, em seguida, centrifugado a 10.000xg por 15 min e o precipitado
proteico foi solubilizado em &gua destilada e concentrado em liofilizador por 24 h.

3.3.3. Precipitacdo de proteina com sulfato de aménio
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O sobrenadante do meio de cultura foi precipitado com sulfato de aménio na
concentragédo 0,8:1 (m/v) de saturagdo (VILLALBA et al., 2016). Para tal, o sal foi macerado
em um almofariz e, com o auxilio de um agitador magnético, 343,29 de sulfato de aménio foi
adicionado ao sobrenadante e deixado overnight a 4 °C. O precipitado foi dialisado em
Vivaspin® 10 kDa, por 15min a 25°C a 7000xg. O precipitado dialisado foi armazenado em
freezer a -80 °C e concentrado em liofilizador por 24 h.

3.3.4. Dosagem de proteinas

A quantificacdo de proteinas dos extratos proteicos foi determinada pelo Método do
Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949) adicionando-se na placa de Elisa, 200 uL
do reagente biureto e 10uL das solugdes de extratos proteicos em agua Milli-Q, com posterior
incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos. A absorbancia foi medida a 540 nm
ajustando-se o zero de absorbancia com solucéo do branco, preparado com 200 pL do reagente
biureto e 10uL de 4gua Milli-Q, ou seja, foi subtraido da absorbancia de cada amostra o valor
da absorbancia do branco. Os resultados obtidos foram plotadas em curva padréo para albumina
e a quantidade de proteina foi expressa em mg/mL. Todas as determinacGes foram realizadas
em triplicata (SD=3).

3.4. Determinagéo de atividade de protease, f-1,3-glucanase e quitinase

3.4.1. Atividade Proteolitica

A avaliagdo da atividade proteolitica foi realizada utilizando como substrato a
azocaseina, como descrito por Benitez, Silva e Finkelstein (2001). Uma aliquota de 100 pL de
solucdo em diferentes concentra¢fes da amostra (0,25; 0,45; 0,9 mg/mL) foi incubada a 37 °C
por 1 hora com 100 uL de azocaseina (4mg/mL). Em seguida, a rea¢do foi interrompida com
400uL de solucdo 10% de écido tricloroacético e centrifugada a 10000xg, por 15 minutos em
temperatura ambiente. No sobrenadante resultante adicionou-se 700 pL de solu¢do de NaOH
525mM. Determinou-se a absorbancia a 442nm, contra o branco apropriado e como controle
positivo foi utilizado 10 uL de solugdo 10% de tripsina e azocaseina, seguindo as mesmas
especificacfes. Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a quantidade de enzima
que produz um aumento de 0,01 na absorbancia. (*) valor de p > 0,05; (***) valor de p < 0,05;

(C+) controle positivo.
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3.4.2. Atividade de B-1,3-glucanase

A atividade de B-1,3-glucanase no extrato proteico foi determinada usando o substrato
laminarina de acordo com a metodologia descrita por Miller (1959). A mistura de 100 pL de
solucdo 1% de laminarina em &gua destilada, 100 pL de solucdo de extrato proteico em
diferentes concentragdes (4,5; 10,0; 20,4 mg/mL) e 200 uL. de tampao acetato de sodio 0,1M,
pH 5,0 foi incubada a 37°C por 1 h. Apos esse periodo, a reacdo foi paralisada pela adicéo de
200 pL de solugdo de DNS. Os microtubos foram aquecidos em banho-maria em ebulicdo por
10 minutos. Apds resfriamento em gelo, até a temperatura de 25°C, a solugéo foi diluida com
1 mL de &gua destilada e homogeneizada. A absorbancia foi medida a 540 nm ajustando-se 0
zero de absorbancia com solucéo do branco. O branco foi preparado substituindo-se a amostra
de extrato proteico da mistura de reacdo, por solucédo tampéao. O valor da absorbancia da amostra
foi subtraido pelo valor de absorbancia do controle negativo. Foi preparada uma curva padrao
de glicose e uma unidade de atividade de p-1,3-glucanase foi expressa como g.Lt.min™. Todas

as determinaces foram realizadas em triplicata.

3.4.3. Atividade de Quitinase

A atividade de quitinase no extrato proteico foi determinada usando o substrato glicol
quitina de acordo com a metodologia descrita por Miller (1959). A mistura de 100 pL de
solucéo 0,01% de glicol quitina em solucdo tampédo Mcllvaine 0,1M, pH 6,0. 100 pL de solugédo
de extrato proteico em diferentes concentracdes (4,5; 10,0; 20,4 mg/mL) e 200 uL de solugao
de tampéo Mcllvaine 0,1M, pH 6,0 foi incubada a 37°C por 60 minutos. A reacdo foi paralisada
pela adigdo de 200 pL de solugdo de DNS. Os microtubos foram aquecidos em banho-maria em
ebulicdo por 10 minutos. Apos resfriamento em gelo, até a temperatura de 25°C, a solucao foi
diluida com 1 mL de 4gua destilada e homogeneizada. A absorbancia foi medida a 540 nm
ajustando-se o zero de absorbancia com solugdo do branco. O branco foi preparado
substituindo-se a amostra de extrato proteico da mistura de reacdo, por solu¢ao tampéo. O valor
da absorbancia da amostra foi subtraido pelo valor de absorbancia do controle negativo. Foi
preparada uma curva padréo de glicose e uma unidade de atividade de quitinase foi expressa

como g.Lt.mint. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.
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3.5. Purificagéo da toxina killer produzida por A. pullulans ACBL-77

3.5.1. Purificacdo da toxina killer de A. pullulans ACBL-77 por cromatografia em coluna de
Sephadex G-75

A etapa 1 da purificacdo de proteinas consistiu na aplicacdo do precipitado proteico de
A. pullulans (100mg), obtido segundo a metodologia descrita no item 3.3.1., diluido em tampéo
formiato de aménio (0,05M, pH 6,0) em uma coluna de cromatografica de Sephadex G-75 (1,6
cm x 100 cm) eluido no mesmo tampao em fluxo continuo (0,5 mL/min, 2 mL/tubo).

As fragdes F1 (tubos 20 ao 24), F2 (tubos 33 ao 42) e F3 (tubos 45 ao 73), obtidas com
a cromatografia em coluna, foram concentradas por liofilizacdo e submetidas a analise por
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢bes desnaturantes (SDS-PAGE), foram
aplicados 10 pg/pL das amostras no gel sob condi¢es eletroforéticas de 2 horas, 20mA, 100V.
O gel foi corado com Azul de Coomassie R-350, utilizando a metodologia de Laemmeli (1970).

As fragcbes dos picos resolvidos nessa etapa foram diluidas em agua MiliQ (10 pg/plL)
e avaliados quanto ao fator killer contra a levedura sensivel (S. cerevisiae) e os fitopatdgenos
P. digitatum e G. citri-aurantii, utilizando a metodologia adaptada de Woods e Bevan (1968) e
descrita no item 3.2.

3.5.2. Purificacdo da toxina killer (Fracdo F3) de A. pullulans ACBL-77 em coluna de Cellulose

A etapa 2 da purificacdo de proteinas consistiu na aplicacdo da fracdo F3 obtida na etapa
anterior, foi diluido em tampéo citrato (0,01M, pH 4,6) em uma coluna cromatografica de
Cellulose (Medium Fibers) (Sigma-Aldrich) (1,0cm x 18cm) eluida no mesmo tampéo em fluxo
continuo (0,5 mL/min, 1,5mL/tubo).

As fracOes referentes aos picos resolvidos foram concentradas por liofilizagdo e
submetidas a andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢fes desnaturantes
(SDS-PAGE), como citado anteriormente.

As fragdes dos picos (P1 e P2) resultantes da cromatografia com Cellulose (Medium
Fibers) foram diluidas em agua MiliQ (10 pg/uL) e avaliados quanto ao fator killer contra a
levedura sensivel (S. cerevisiae) e os fitopatdgenos P. digitatum e G. citri-aurantii, utilizando

a metodologia adaptada de Woods e Bevan (1968), descrita em 3.2.
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3.6. Sequenciamento dos aminoacidos da proteina por espectrometria de massas

3.6.1. Digestao In-gel de proteinas

Para realizar a digestdo In-gel de proteinas, foi feita uma corrida eletroforética, nas
condigdes supracitadas, com a amostra P1. O spot, ou banda, presente no gel, foi cortado em
segmentos de aproximadamente 1 mm?2, com auxilio de um bisturi e acondicionados em tubos
de microcentrifuga. Em seguida, foi adicionada solucdo de descoloracdo (50% v/v acetonitrila
(ACN) e 25 mM bicarbonato de am6nio) até total retirada do corante.

Ap0s desidratagdo com 100% de ACN, foi realizada reducéo e alquilacdo dos spots: 0s
fragmentos de gel foram reidratados com 20 mM de ditiotreitol (DTT) em 50 mM de
bicarbonato de aménio e incubados por 40 min a 55 °C. O liquido excedente foi removido e
substituido por 55 mM de iodoacetamida (IAA) em 50 mM de bicarbonato de amdnio. Os
fragmentos de gel foram mantidos no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente, o liquido
excedente foi novamente removido e os fragmentos lavados com 25 mM de bicarbonato de
amonio. Apds serem novamente desidratados com 100 % de ACN, os fragmentos foram
reidratados com solugdo de 20 ng.uL* de tripsina (Promega VV5111) em 50 mM de bicarbonato
de amonio. Apos a reidratacdo total, os fragmentos de gel foram parcialmente cobertos com 25
mM de bicarbonato de amonio e a digestéo, realizada a 37 °C por 16 horas.

A acéo da tripsina foi bloqueada pela adicdo de solucéo bloqueadora (50% ACN, 5%
4cido formico, Agua Milli-Q 45%) e os peptideos extraidos dos fragmentos por lavagens
sucessivas com solucdo de extracdo | (60% metanol, 1% acido formico, 39% Agua Milli-Q),
solucgéo de extracdo Il (50% ACN, 1% acido formico, 49% Agua Milli-Q), seguidas da lavagem
final com 100% de ACN. O volume foi reduzido em liofilizador.
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3.6.2. LC-MSE

As analises por espectrometria de massas foram realizadas no Laboratério Max Feffer
de Genética de Plantas, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao
Paulo, SP, Brazil.

As amostras foram ressuspendidas em 20 pL de Formiato de aménio 20 mM pH10. Os
peptideos foram sequenciados no espectrdmetro de massas Synapt G2 HDMS (Waters),
acoplado ao sistema Acquity UPLC MClass, com tecnologia 1D Simulado (Waters). Os
peptideos foram capturados por uma coluna Trap 2D Symmetry C18 (5 um, 180 pm x 20 mm)
(Waters). A separacao foi realizada com uma coluna de primeira dimensdo Acquity UPLC M-
Class peptide BEH C18 (5 um, 300 um x 50 mm) (Waters) e uma coluna analitica Acquity
UPLC M-Class peptide CSH C18 (1.7 um, 75 um x 150 mm) (Waters). As fases moveis da
primeira dimensdo foram: solucéo de formiato de aménio 20 mM pH 10 e 100% acetonitrila.
Ja na segunda dimensdo os dois eluentes foram: A (100% agua contendo 0,1% de acido
formico) e B (100% acetonitrila contendo 0,1% acido férmico).

O gradiente da primeira dimenséo foi iniciado com 97% de formiato de aménio e 3%
de acetonitrila. Em 4,6 minutos foi atingido 55% de formiato de amonio e 45% de acetonitrila
e até completar 10 minutos a condicao inicial foi restabelecida. O fluxo foi de 2 pL/min.

O gradiente da fase moével analitico foi iniciado com 93% A e 7% B e por 92 minutos o
gradiente foi mudado linearmente para 60% A e 40% B e depois de 2 minutos foi atingido 15%
A e 85% B. Em dois minutos a coluna restabeleceu a condicéo inicial. O fluxo foi de 0,300
pL/min. Foi injetado 9 pL da amostra.

A aquisicdo dos dados foi realizada em um espectrometro de massas do tipo quadrupolo-
tempo de voo (Q-TOF) Synapt G2 MS, equipado com uma fonte nanolockspray operando no
modo positivo (Waters, Manchester, UK), com ion mobility. Para todas as analises, o
espectrometro de massas operou no modo “V”, com poder de resolugdo tipico minimo de
12500, com a cela de ion mobility ativada. O espectrometro de massas foi calibrado com [Glul]
fibrinopeptideo B (GFP) humana 1 pmol.pL™ e a mesma solucéo foi empregada para o "lock
mass" utilizando-se o ion de dupla carga com uma amostragem a cada 30 segundos. Os
experimentos foram realizados no modo HDMSE (anélise independente de dados) que consiste
na aquisicao alternada, entre espectros obtidos a baixa (3 kV) e alta (15-50 kV) energia de
colisdo, aplicadas ao médulo trap do ‘T-wave’ CID, em presenga de gas argonio, que produz

ions precursores e produtos em sequéncia. O tempo de varredura foi de 0,8 segundos em cada
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modo, no intervalo de m/z entre 50 e 2000.

3.6.3. Andlise dos dados

Os espectros de massas foram processados utilizando o software ProteinLynx
GlobalServer (PLGS) versédo 3.1, com o banco de dados reverso de Aureobasidium pullulans
UNIPROT (data do download: 27 de setembro de 2017; 49700 proteinas). Os parametros de
processamento incluiram: tolerancia automatica para precursores e ions-produto; minimo de
trés ions-fragmento correspondentes por peptideo; minimo de 7 ions-fragmento
correspondentes por proteina; minimo de 2 peptideos correspondentes por proteina; um possivel
erro de clivagem pela tripsina; carbamidometilacdo de cisteina como modificacdo fixa e
oxidacdo de metionina como modificacao variavel; taxa maxima de descoberta de falso positivo
(FDR) a 4%.

4. RESULTADOS

4.1. Deteccdo de atividade killer da levedura

A levedura A. pullulans se mostrou eficaz quanto a atividade killer contra os trés
microrganismos para os quais foi testada, apresentando halo de morte celular azul para a cepa
sensivel de S. cerevisiae NCYC 1006 e halos de inibicéo para os fungos P. digitatum e G. citri-

aurantii.

Figura 2: Atividade killer da levedura Aureobasidium pullulans. (A) Contra S. cerevisiae
NCYC 1006. (B) Contra P. digitatum. (C) Contra G. citri-aurantii.
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4.2. Obtencdo de proteinas extracelulares de A. pullulans ACBL-77 por precipitacdo com

etanol, sulfato de amonio e acetona

A metodologia de precipitacdo com etanol na proporcdo 2:1 (v/v etanol/sobrenadante)
se mostrou mais eficiente para a obtencéo das proteinas totais de A. pullulans apresentando uma
concentracdo de 41 mg/mL de proteinas totais (Tabela 1). Essa metodologia também foi mais

eficaz na extracdo do biopolimero pululana.

Tabela 1. Obtencéo de proteinas killer de A. pullulans ACBL-77 por precipitagdo com etanol,

sulfato de aménio e acetona

. [ ] Proteinas totais
Agente Precipitante

(mg/mL)
Etanol 2:1(v/v) 41,2
Etanol 0,8:1 (v/v) 22,85
Sulfato de Amoénio 0,8:1 (m/v) 20,08
Acetona 0,8:1 (v/v) 18,68

4.3. Estudo da produgao de protease, f-1,3-glucanase e quitinase pela linhagem A. pullulans
ACBL-77

Ao se analisar o extrato proteico de A. pullulans obtido anteriormente com o etanol,
verificou-se a presenca de enzimas com atividade proteolitica (Figura 3), de p-1,3-glucanase e
quitinase (Tabela 2), sendo as atividades dessas enzimas dependentes da concentracdo do

extrato proteico.
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Figura 3. 100uL de azocaseina (4mg/mL) em Tris 100mM (pH 8,0) incubado com 100uL de
solucgéo do extrato proteico em diferentes concentragdes (0,25; 0,45; 0,9 mg/mL) durante 1 h a

37°C. Atividade proteolitica determinada por espectrofotometria (A442 nm).

Tabela 2. Efeito da concentracéo de extrato proteico de Aureobasidium pullulans ACBL-77

na atividade de quitinase e -1,3-glucanase.

Proteinas (mg/mL)  Quitinase (g.Lt.min™t) B-1,3 glucanase (g.Lt.min?)

4,5 1,02 1,64
10,0 2,04 3,46
20,4 4,51 8,28

4.4. Purificacdo da toxina killer produzida por A. pullulans

A primeira etapa da purificagdo utilizando cromatografia em coluna de Sephadex G-75
resultou na separacdo parcial das proteinas totais em picos denominados F1, F2 e F3. Dentre 0s
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picos resolvidos, o pico F3 apresentou maior concentracdo de proteinas com baixa massa
molecular e menor numero de bandas de proteinas (Figura 4).

Os picos F2 e F3 apresentaram atividade killer contra os fitopatogenos P. digitatum e
G. citri-aurantii e a levedura sensivel S. cerevisiae NCYC 1006 (Figura 5).

Pela eletroforese dos picos (Figura 4B), foi selecionado o pico F3 para dar continuidade
a segunda etapa de purificagdo, pois 0 mesmo apresentou o0 menor numero de bandas e atividade

killer contra os microrganismos.
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Figura 4. Etapa 1 da purificacdo da toxina killer produzida por A. pullulans. (A) Cromatografia
em coluna de Sephadex G-75 do extrato proteico de 4. pullulans. Tampao de elui¢do formiato
de aménio (0,05M, pH 6,0) em uma coluna cromatogréafica contendo gel de Sephadex G-75
(1,6 cm x 100 cm) eluido no mesmo tampdo em fluxo continuo (0,5 mL/min; 2mL/tubo). (B)
Eletroforese dos picos (F1, F2 e F3) da cromatografia de exclusdo molecular. (MM) padrao de
massa molecular; (EBP) extrato bruto proteico de A. pullulans. Gel de poliacrilamida (15%),
tampdo Tris-glicina 0,1M, pH=8,3, SDS (0,1%). Condicdes eletroforéticas: 2h, 20mA, 100V.

Gel corado com Azul de Coomassie R-350.
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Figura 5. Avaliacdo dos picos F1, F2 e F3 quanto a atividade de antagonismo. (A) contra S.
cerevisiae NCYC 1006 (B) contra P. digitatum. (C) contra G. citri-aurantii. Atividade
visualizada através da difusdo e formacao de halos de inibicdo. (C-) Controle negativo: H>O
Milli-Q.

A segunda etapa de purificacdo em coluna de Cellulose (Medium Fibers) resultou na
separacdo de dois picos, denominados de P1 e P2, com tamanhos de bandas em torno de 10
kDa e entre 50 e 70 kDa, respectivamente (Figura 6).

Apenas o pico P1 apresentou atividade killer contra os microrganismos (Figura 7).
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Figura 6. Etapa 2 da purificacdo da toxina killer produzida por A. pullulans. (A) Cromatografia
em coluna de Cellulose (Medium Fibers) da fragao F3. Tampé&o de eluigdo citrato (0,01M, pH
4,6). Fluxo continuo (0,5 mL/min; 1,5mL/tubo). (B) Eletroforese dos picos (P1 e P2) da
Cromatografia em coluna de Cellulose. (MM) padrdo de massa molecular; Gel de
poliacrilamida (15%), tampdo Tris-glicina 0,1M, pH=8,3, SDS (0,1%). CondicGes
eletroforéticas: 2h, 20mA, 100V. Gel corado com Azul de Coomassie R-350
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Figura 7. Avaliacdo dos picos P1 e P2 quanto a atividade de antagonismo. (A) contra S.
cerevisiae NCYC 1006. (B) contra P. digitatum. (C) contra G. citri-aurantii. Atividade
visualizada através da difusdo e formacdo de halos de inibi¢do. (C-) Controle negativo: H,O
Milli-Q.

4.5. Sequenciamento dos fragmentos peptidicos da proteina killer por espectrometria de massas

Ap0s o processamento dos dados e a comparagdo com o banco de dados reverso de A.
pullulans UNIPROT (49700 proteinas) com taxa de falso positivo da analise igual a 0%, o
espectro de massas da proteina isolada nesse estudo se mostrou comum entre ubiquitinas
produzidas pelo género Aureobasidium (Tabela 3). No entanto, ndo foi possivel identificar a
massa molecular exata da proteina purificada neste estudo, o que se sabe é que possui pequenas

dimensdes, em torno de 10 kDa.
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Tabela 3. Alinhamento de sequéncias parciais de fragmentos tripticos do pico P1 purificada de

A. pullulans com espectros de massas do banco de dados reverso de A. pullulans UNIPROT.

Sequéncia Peptidica do o Massa
) o Caddigo/Base de )
isolado de A. pullulans Espécies Dad Proteina Molecular Escore
ados
ACBL-77 (kDa)
o AO0A074W8H3_9 |Ubiquitin-domain-
Aureobasidium . ) 17,673 1,75
PEZI containing protein
melanogenum
AO0A074W8B5_9 o
CBS 110374 Ubiquitina 25,762 1,75
PEZI
Ubiquitin-40S
~ |ADAO74WJIN3 9P| _
Aureobasidium E7] ribosomal protein 17,686 1,75
namibiae CBS S27a
147.97 AOAQ074X6R1_9P o
Ubiquitina 25,762 1,75
EZI
ESTLHLVLR
AOALATMPC9_A| Proteina sem
TLSDYNIQK o 17,686 1,75
Aureobasidium URPU nome
TITLEVESSDTIDNVK _
pullulans  |AOALIA7MHP2_A| Proteina sem
LIFAGKQLEDGR 95,991 1,75
URPU nome
SDYNIQK
AOA074XW09_A o
o Ubiquitin 25,762 1,75
Aureobasidium URPU
pullulans EXF- Ubiquitin-40S
AOA074Y4T3 A | _
150 ribosomal protein 17,686 1,75
URPU
S27a
o AOA074YUMO_9| Proteina sem
Aureobasidium 17,673 1,75
] PEZI nome
subglaciale
A0A074Z3D8 9P| Proteina sem
EXF-2481 25,762 1,75

EZI

nome




Tabela 4. Sequéncia e alinhamento dos fragmentos peptidicos da toxina killer de A. pullulans ACBL-77.
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Fragmentacdo Peptidica do isolado de A.
pullulans ACBL-77

Cddigo/Base de Dados

Sequéncia Peptidica das Proteinas Encontradas no UniProt

ESTLHLVLR
TLSDYNIQK
TITLEVESSDTIDNVK
LIFAGKQLEDGR
SDYNIQK

AOA074WBH3_9PEZI

10
MOIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
AVLKYYKVDG

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
DGKIERLRRE

30
DTIDNVKSKI
80
LRLRGGGKKR
130
CPSDTCGAGI
DDPK

40
QODKEGIPPDQ
90
KKKVYTTPKK
140
FMAAMHNRQY

50
ORLIFAGKQL
100
IKHKRKKTKL
150
CGRCHLTYVF

AOA074W8B5_9PEZI

10
MQIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
NVKSKIQDKE
160
GGMQIFVKTL
210
QLEDGRTLSD

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
GIPPDQORLI
170
TGKTITLEVE
220
YNIQKESTLH

30
DTIDNVKSKI
80
LRLRGGMQIF
130
FAGKQLEDGR
180
SSDTIDNVKS

LVLRLRGGQ

40
ODKEGIPPDQ
90
VKTLTGKTIT
140
TLSDYNIQKE
190
KIQDKEGIPP

50
ORLIFAGKQL
100
LEVESSDTID
150
STLHLVLRLR
200
DOQRLIFAGK

AOA074WJIN3_9PEZI

MQOIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
AVLKYYKVDG

DDPK

KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
DGKIERLRRE

DTIDNVKSKI
80
LRLRGGGKKR
130
CPSDTCGAGI

ODKEGIPPDQ
90
KKKVYTTPKK
140
FMAAMHNRQY

ORLIFAGKQL
100
IKHKRKKNKL
150
CGRCHLTYVF
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ESTLHLVLR
TLSDYNIQK
TITLEVESSDTIDNVK
LIFAGKQLEDGR
SDYNIQK

AOAO074X6R1_9PEZI

10
MQOIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
NVKSKIQDKE
160
GGMQIFVKTL
210
QLEDGRTLSD

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
GIPPDQORLI
170
TGKTITLEVE
220
YNIQKESTLH

30
DTIDNVKSKI
80
LRLRGGMQIF
130
FAGKQLEDGR
180
SSDTIDNVKS

LVLRLRGGQ

40
QDKEGIPPDQ
90
VKTLTGKTIT
140
TLSDYNIQKE
190
KIQDKEGIPP

50
ORLIFAGKQL
100
LEVESSDTID
150
STLHLVLRLR
200
DOQORLIFAGK

AOA1IATMPC9_AURPU

10
MQIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
AVLKYYKVDG

DDPK

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
DGKIERLRRE

30
DTIDNVKSKI
80
LRLRGGGKKR
130
CPSDTCGAGI

40
QODKEGIPPDQ
90
KKKVYTTPKK
140
FMAAMHNRQY

50
ORLIFAGKQL
100
IKHKRKKNKL
150
CGRCHLTYVF
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ESTLHLVLR
TLSDYNIQK
TITLEVESSDTIDNVK
LIFAGKQLEDGR
SDYNIQK

AOA1IA7TMHP2_AURPU

10
MQOIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
NVKSKIQDKE
160
GGMQIFVKTL
210
QLEDGRTLSD
260
LRHKHSPRTS
310
ASSEAATRDW
360
GVVHLYRDSQ
410
FVGDQAREDV
460
MEPENCHVVE
510
PPTPSLVELP
560
RYTQSPSFTF
610
YDSAHAFAHW
660
PARRHPNAAF
710
RAVDKASTAS
760
AANRADKFEK
810
KAEKADLEEM

KKGKGKKK

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
GIPPDQORLI
170
TGKTITLEVE
220
YNIQKESTLH
270
LDDSAAAKSR
320
RYGPVTVEST
370
ETAALEHSLA
420
SHFRLIRTGR
470
IKSVEFLTPD
520
TCPVCLERMD
570
PYPRPGHNGV
620
ESTSHCYAMD
670
RAEAEDSVPR
720
ARAEEASRAA
770
MARDMSSQLR
820
NHDLTMFISS

30
DTIDNVKSKI
80
LRLRGGMQIF
130
FAGKQLEDGR
180
SSDTIDNVKS
230
LVLRLRGDST
280
PPSAHGNALL
330
DMEANKTPSS
380
KEDVDEDPQQ
430
ANKYMVLMKF
480
SDISDPSAFP
530
ETTGLLTILC
580
EADVEPACTI
630
INSQHVWDYA
680
EKMENMANEY
730
TTLANEMAAL
780
EEKTMNEGLL
830
QEKVKELQAQ

40
QDKEGIPPDOQ
90
VKTLTGKTIT
140
TLSDYNIQKE
190
KIQDKEGIPP
240
TDIFKSAFPA
290
LPERNLALKE
340
GLHTKAVYVP
390
CNTLCILAVP
440
ROAKKAREWQ
490
ONTQDPFTKT
540
QHVFHCACLE
590
CAATTNLWIC
640
GDGYVHRLIQ
690
TYLLTSQLDS
740
RVENKEYAAA
790
QRIHAAEAKA
840
GEEVIDGSAF

50
ORLIFAGKQL
100
LEVESSDTID
150
STLHLVLRLR
200
DOQORLIFAGK
250
HRTSKNITHD
300
PASPTIPPHK
350
SAPKATDVGW
400
SWMMPSDLLG
450
KLWNGKLEFSA
500
STTLSAKPHA
550
KWRGSGCPVC
600
LICGNTGCGR
650
NKPDSKLIDL
700
ORRYYEDQLE
750
MARIEKSTIEK
800
KESQHEAEKM
850
APEQQOPOQGR
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ESTLHLVLR
TLSDYNIQK
TITLEVESSDTIDNVK
LIFAGKQLEDGR
SDYNIQK

AOA074XW09_AURPU

10

MQOIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
NVKSKIQDKE
160
GGMQIFVKTL
210
QLEDGRTLSD

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
GIPPDQORLI
170
TGKTITLEVE
220
YNIQKESTLH

30

DTIDNVKSKI
80
LRLRGGMQIF
130
FAGKQLEDGR
180
SSDTIDNVKS

LVLRLRGGQ

40

QDKEGIPPDOQ
90
VKTLTGKTIT
140
TLSDYNIQKE
190
KIQDKEGIPP

50
ORLIFAGKQL
100
LEVESSDTID
150
STLHLVLRLR
200
DOQORLIFAGK

AOA074Y4T3_AURPU

10
MQOIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
AVLKYYKVDG
DDPK

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
DGKIERLRRE

30
DTIDNVKSKI
80
LRLRGGGKKR
130
CPSDTCGAGI

40
ODKEGIPPDQ
90
KKKVYTTPKK
140
FMAAMHNRQY

50
ORLIFAGKQL
100
IKHKRKKNKL
150
CGRCHLTYVF

AOA074YUMO_O9PEZI

10
MQIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
AVLKYYKVDG

DDPK

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
DGKIERLRRE

30
DTIDNVKSKI
80
LRLRGGGKKR
130
CPSDTCGAGI

40
ODKEGIPPDQ
90
KKKVYTTPKK
140
FMAAMHNRQY

50
ORLIFAGKQL
100
IKHKRKKTKL
150
CGRCHLTYVF

AO0A074Z3D8 9PEZI

10
MQOIFVKTLTG
60
EDGRTLSDYN
110
NVKSKIQDKE
160
GGMQIFVKTL
210
QLEDGRTLSD

20
KTITLEVESS
70
IQKESTLHLV
120
GIPPDQQORLI
170
TGKTITLEVE
220
YNIQKESTLH

30
DTIDNVKSKI
80
LRLRGGMQIF
130
FAGKQLEDGR
180
SSDTIDNVKS

LVLRLRGGOQ

40
QDKEGIPPDQ
90
VKTLTGKTIT
140
TLSDYNIQKE
190
KIQDKEGIPP

50
ORLIFAGKQL
100
LEVESSDTID
150
STLHLVLRLR
200
DOORLIFAGK
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DISCUSSAO

A busca por espécies de microrganismos antagonistas que fazem parte da microbiota
superficial de frutas e vegetais tem aumentado devido a sua eficacia no biocontrole de doengas
de pos-colheita de frutos. Um desses microrganismos € a levedura A. pullulans, um saprofito
difundido e bem adaptado, considerado como um possivel agente de controle biolégico (MARI
etal., 2012).

Em estudos recentes, Ferraz et al. (2016) isolaram diversas leveduras de folhas, flores e
frutos citricos, dentre essas, a cepa de A. pullulans ACBL-77, a qual foi isolada de folhas de
Tangor Murcott, em pomar localizado no municipio de Colina/Sdo Paulo. Tal isolado de
levedura se mostrou eficaz para o biocontrole da podriddo azeda em laranjas 'Pera’, com uma
porcentagem de controle de 91%. Segundo os autores, um dos possiveis mecanismos de acdo
desse microrganismo seria a producdo de toxina killer que mata células sensiveis a toxina.

Dando inicio aos estudos do perfil proteico de A. pullulans procurou-se saber sobre
atividade proteolitica, de f-1,3-glucanase e quitinase, por estarem essas enzimas relacionadas
ao fator killer.

A producdo de enzimas proteoliticas foi identificada em diversos tipos de
microrganismos como Thermomyces lanuginosus (JENSEN et al., 2002), Aspergillus sp.
(CORAL et al.,, 2003; TUNGA; SHRIVASTAVA; BANERJEE, 2003), Penicillium sp.
(GERMANO et al., 2003; HASHEM, 2000), Mucor spp. (MAHESHWARI; BHARADWAJ;
BHAT, 2000) e Rhizopus oryzae (KUMAR et al., 2005). Buzzini e Martini (2002) verificaram
a atividade enzimatica proteolitica extracelular de microrganismos leveduriformes, como
exemplo, a Pseudozyma antartica.

Estudos demonstraram atividade antifingica de enzimas proteoliticas no biocontrole de
patdgenos de pds-colheitas de macas e péssegos (ZHANG et al., 2012)

Em um estudo de Gostincar et al. (2014), tanto peptidases como proteases foram
identificadas bioquimica e funcionalmente como sendo produzidas por A. pullulans. Num
estudo in silico, pode-se observar no secretoma de diferentes subespécies de A. pullulans a
presenca de diferentes peptidases, como serina-peptidases, metalo-proteases, cisteina-proteases
e treonina-proteases caracterizadas com massa molecular relativa de, aproximadamente, 30
kDa. Pode-se observar pelo perfil eletroforético do extrato proteico de A. pullulans ACBL-77,

a presenca de bandas com massa molecular semelhante.
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As B-glucanases sdo enzimas multifuncionais que hidrolisam polissacarideos como a
celulose, podendo também degradar as B-glucanas, participando assim, diretamente do processo
de controle bioldgico, uma vez que, hidrolisam B-1,3 e f-1,6-glucanas, constituintes da parede
celular de alguns patégenos (FLEURI; SATO, 2008; IORIO et al., 2008). Muitos fungos
filamentosos ¢ leveduriformes sdo produtores de 3-1,3-glucanases extracelulares, produzindo-
as constitutivamente ou indutivamente, como a A. pullulans IWA1 (BAUERMEISTER et al.,
2017) podendo também ser encontradas associadas a parede celular ou, somente no interior da
celula.

Assim como as quitinases e outras hidrolases, as B-glucanases também estéo associadas
com a quebra de ligacdes intra e inter poliméricas dos constituintes da parede celular de
microrganismos, bem como com o alongamento destes polimeros através de reacdes de sintese
reversa (RAST et al., 2003).

Em um estudo realizado por Bauermeister et al. (2015), os autores identificaram (na
microbiota de uvas) leveduras com potencial para a producgéo das enzimas -1,3-glucanase e -
glicosidase, sendo A. pullulans a cepa que mais produziu tais enzimas. A cepa de A. pullulans
ACBL-77 estudada neste trabalho também ¢ capaz de produzir B-1,3-glucanase, como
observado nos dados da tabela 2.

Com relagdo as quitinases, tais enzimas hidrolisam liga¢des B-1,4-N-acetilglicosamina,
degradando a quitina, componente presente na parede celular de fungos filamentosos (SEIDL,
2008). Segundo alguns autores, dentre as proteinas secretadas por A. pullulans, encontram-se
as quitinases e, essas podem estar relacionadas com atividade antagbnica (ZHANG et al., 2012;
GOSTINCAR et al., 2014).

No respectivo estudo, a atividade quitinolitica no precipitado proteico (Tabela 2)
apresentou valores menores, com menor expressao ou, secre¢ao pelo microrganismo, quando
comparado com a atividade de B-1,3-glucanase. A baixa atividade pode ser atribuida a baixa
capacidade de secrecdo, ao direcionamento da producdo ao metabolismo intracelular ou a
insuficiéncia dos métodos de deteccdo (MACCHERONI JR. et al., 2004).

Ap0s o estudo sobre o perfil proteico da levedura, foi realizado o processo de purificacéo
da toxina killer em duas etapas, resultando na primeira etapa de 3 picos (F1, F2 e F3) que
apresentaram atividade Kkiller contra os trés microrganismos testados, onde o pico F3,
apresentou uma menor quantidade de bandas de proteina e foi escolhido como amostra para a

segunda etapa que, resultou, portanto, em mais dois picos, onde apenas um deles (P1)
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apresentou atividade Kkiller, seguindo, portanto, para a identificagdo da proteina por
espectrometria de massas.

Pela espectrometria de massas, foi identificada uma sequéncia de peptideos com
similaridade com ubiquitina, que segundo o banco de dados reverso de Aureobasidium
pullulans UNIPROT pode ser produzida por esse género de levedura. Entretanto, as
identificacGes parecem ser borderline hits, quando compara-se 0 escore da analise com 0s
limites de confianca citados por Cantu et al. (2008), sendo Xcorr > 3,75 para peptideos com
carga +3; Xcorr > 2,2 para peptideos com carga +2 e Xcorr > 1,9 para peptideos com carga +1,
merecendo assim, uma confirmagéo futura (Tabelas 3 e 4).

A ubiquitina ndo é tdo comumente descrita como toxina killer, como a protease, p-1,3-
glucanase ou quitinase. Segundo Pickart e Eddins (2004), as ubiquitinas sdo proteinas
produzidas por organismos eucariotos, possuindo estruturas com pequenas dimensdes, porém,
com sequéncias variaveis.

A forma com que a ubiquitina-like isolada neste trabalho age no controle dos
fitopapogenos ainda ndo foi elucidada, entretanto De Ingeniis et al. (2009) descobriram uma
toxina Killer que denominaram “Pikt”, uma ubiquitina produzida pela levedura
Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala) DBVPG 3003, com atividade antifingica
contra Dekkera/Brettanomyces sp. que interage com o receptor 3-1,6-D-glucano constituinte da
parede celular de seus alvos sensiveis.

Embora ndo tenham sido purificadas f3-1,3-glucanases ou quitinases neste trabalho, elas
estdo presentes entre as proteinas produzidas pela levedura estudada. O que pode sugerir que
todas as proteinas, inclusive as ubiquitinas, possam estar agindo de maneira sinérgica, uma vez
que, proteinas de alto e baixo peso molecular apresentaram atividade killer contra os

microrganismos testados, proporcionando, assim, um biocontrole mais efetivo.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que;
a) No estudo de obtencéo de proteina killer e enzimas extracelulares da levedura A. pullulans
ACBL-77, fermentada em meio de cultura YEPD, o melhor resultado (41mg/mL) foi obtido
quando se utilizou como agente precipitante o etanol na proporcéo 2:1 (v/v),
b) A levedura A. pullulans ACBL-77 produz protease, [B-1,3-glucanase e quitinase
extracelulares;
c) A toxina killer de A. pullulans ACBL-77 purificada por cromatografia em coluna de
Sephadex G75 e Cellulose (Medium Fibers) e analisada por espectrometria de massa (LC-MSE)
molecular é uma proteina de baixa massa molecular pertencente a familia das ubiquitinas, com
acao significativa no controle dos fitopatdgenos de pds-colheita de citros, P. digitatum e G.

citri-aurantii.
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