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CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E FUNCIONAL DE TOXINA killer PRODUZIDA
POR Saccharomyces cerevisiae

RESUMO - O bolor verde e a podriddo azeda destacam-se entre as doencas
de pds-colheita em frutos citricos, causados por Penicillium digitatum e Geotrichum
citri-aurantii, diminuindo a qualidade e a quantidade dos frutos e, consequentemente,
resultando em significativas perdas econdmicas. Uma alternativa para controle des-
tes fungos € através da toxinas killer produzidas por algumas espécies de levedura,
capazes de matar fungos filamentosos. Saccharomyces cerevisiae produz toxinas
killer proteicas que sao letais para células sensiveis de levedura. Estas toxinas fo-
ram agrupadas em quatro tipos, K1, K2, K28 e Klus, codificado por elementos extra
cromossomais associados a particulas virais na forma de dsRNA. Este trabalho tem
como objetivo caracterizar a toxina killer de S. cerevisiae ACB-K1 e testar sua ativi-
dade antagbnica em patégenos poés-colheita de citros. O isolado ACB-K1 apresentou
atividade killer, sobre levedura sensivel (S. cerevisae NCYC 1006) além do fitopatd-
geno P. digitatum, ndo apresentando porém inibicdo contra o patdégeno G. citri-
aurantii. A toxina apresentou maxima atividade em pH 4,1 a 22 °C, tanto para a le-
vedura sensivel quanto para o fitopatdogeno P. digitatum. A toxina apresentou estabi-
lidade em diferentes pH de 4,1 a 6,0, ap0s a incubacéo de 24h a 22 °C sobre o fun-
go. O isolado ACB-K1 apresentou dsRNA, sendo detectadas duas formas (LA e M-
dsRNA), sugerindo que a base genética para a producao da toxina é extra cromos-
somal, dado confirmado pela cura do fendtipo killer a 40 °C. As fracGes obtidas por
cromatografia de exclusdo molecular em gel de Sephadex G75 demonstraram carac-
teristicas de biocontrole contra o fitopatdgeno P. digitatum.

Palavras-chave: fator killer, dsRNA, leveduras, fitopatdgenos, Penicillium digitatum,
citros



BIOCHEMICAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF TOXIN KILLER
PRODUCED BY Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT - Green mold and sour rot are among post-harvest diseases in
citrus fruits, caused by Penicillium digitatum and Geotrichum citri-aurantii, reducing a
quality and quantity of fruits and, consequently, resulting in significant economic
losses. An alternative for the control of fungi is using killer toxins produced by some
species of yeasts, capable of killing filamentous fungi. Saccharomyces cerevisiae
produces protein killer toxins that are lethal to yeast sensitive cells. These toxins
were grouped into four types, K1, K2, K28 and Klus, encoded by extrachromosomal
elements associated with viral particles in the form of dsRNA. This work aims to
characterize a killer toxin of S. cerevisiae ACB-K1 and to test its antagonistic activity
in post-harvest citrus pathogens. The isolate ACB-K1 showed activity killer on sensi-
tive yeast (S. cerevisae NCYC 1006) besides the phytopathogenic P. digitatum, but
did not present inhibition against the pathogen G. citri-aurantii. The Kkiller toxin
showed maximum activity at pH 4.1 at 22 ° C for both a sensitive yeast and the phy-
topathogenic P. digitatum. The toxin presented stability at pH range from 4.1 to 6.0,
after a 24h incubation at 22 ° C on the fungus. The ACB-K1 isolate showed dsRNA
and two forms were detected (LA and M-dsRNA), suggesting that a genetic basis for
a toxin production is extrachromosomal, confirmed by curing the killer phenotype at
40 ° C. The fractions obtained by exclusion chromatography Sephadex G75 gel,
demonstrated biocontrol characteristics against the phytopathogen P. digitatum.

Key words: factor killer, dsRNA, yeasts, phytopathogens, Penicillium digitatum, cit-
rus
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1. INTRODUCAO

Dentre as doencas de pdés-colheita que ocorrem na cultura dos citros,
destacam-se o bolor verde, causado por Penicillium digitatum e, a podridéo
azeda, causada por Geotrichum citri-aurantii. Tais patdégenos diminuem a
qualidade e a quantidade dos frutos, bem como prejudicam os valores
nutricionais e de mercado. Embora os fungicidas quimicos sintéticos sejam ainda
muito efetivos no controle do bolor, o uso indiscriminado pode deixar residuos
dos produtos nos frutos e causar danos ao meio ambiente, além de promover o
surgimento de linhagens resistentes do fitopatégeno, o que leva a necessidade
de se desenvolver métodos alternativos e eficazes para o controle de doencas.

Algumas espécies de leveduras apresentam a habilidade de produzir
compostos antimicrobianos, como a toxina killer, que podem causar a morte de
fungos. O fenémeno Kkiller foi inicialmente descoberto por Bevan e Makower
(1963) em Saccharomyces cerevisiae, isolado de industria cervejeira, sendo
caracterizado pela producdo de proteinas ou glicoproteinas, de baixa massa
molecular, letais as células microbianas sensiveis, porém, com imunidade das
células produtoras ao efeito de sua propria toxina (SCHMITT; BREINIG, 2002).

Varias linhagens de S. cerevisiae apresentam o fenémeno killer, podendo
ainda ser classificada como sensivel ou neutro. A diferenca entre 0s mecanismos
de acao da toxina depende de sua base genética, cromossémica, plasmidial ou,
codificado por elementos extra cromossomais associados a particulas virais na
forma de dsRNA (WICKNER, 1996; MAGLIANI et al., 1997), sendo esta Ultima a
mais comum em S. cerevisiae. Assim, existem dois elementos responsaveis pelo
fendtipo killer, o M-dsRNA o qual carrega a informacdo genética tanto da
formacao da toxina quanto da resisténcia e o LA dsRNA que codifica a sintese
do capsideo proteico (GEORGOPOULOS; LEIBOWITZ, 1987; SCHMITT;
BREINIG, 2006). O fenotipo killer so é ativo na levedura se a mesma apresentar
as duas formas do dsRNA. De acordo com a literatura, as leveduras killer séo
classificadas em 11 grupos distintos (K1-K11), baseados nas reacdes do fator
killer e de imunidade (KEPEKCI, 2006). Para linhagens killer de S. cerevisiae séo
descritos quatro tipos de toxina, denominadas de K1, K2, K28 e Klus (RAMIREZ

et al., 2015). As toxinas K1 e K2 exibem modo de acéo similar, agindo na parede



celular do fitopatégeno podendo leva-lo a morte (SCHMITT; BREINIG, 2006). A
toxina K28 tem como acao o blogueio da sintese de DNA (SCHMITT; TIPPER,
1995). O fenétipo Klus tem funcéo desconhecida (RODRIGUEZ-COUSINO et al.,
2011).

Controle por leveduras killer tem sido demonstrado, onde resultados
positivos foram obtidos por Weiler e Schmitt (2003) no controle do fungo
Fusarium oxysporum com a levedura Zygosaccharomyces bailii. De acordo com
Santos, Sanchez e Marquina (2004), a toxina killer produzida por Pichia
membranifaciens € capaz de inibir o desenvolvimento de Botrytis cinerea. Walker
et al. (2005) observaram que leveduras killer mostraram capacidade em inibir
fortemente o crescimento micelial de Heterobasidium annosum, Rhizoctonia
solani e Fusarium equiseti. Segundo Coelho (2005) o patdgeno Penicillium
expansum em magca foi controlado em testes in vitro pela utilizagdo de leveduras
Candida guilliermondii e Pichia ohmeri, ambas killer. KEPEKCI (2006) observou
que a proteina killer tipo K5 produzida por Pichia anomala € uma exo [(3-1,3
glucanase que tem atividade antifingica, sendo efetiva, principalmente, para os
patbgenos de poés-colheita, B. cinerea, P. digitatum e P. italicum. Dados
semelhantes foram obtidos por Platania et al. (2002), que verificaram que
Wickerhamomyces anomalus, quando cultivada sobre meio acidificado,
demonstrou atividade killer contra P. digitatum, indicado pelo grande halo de
inibicdo e danos sobre as hifas do fitopatégeno.

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo caracterizar a toxina killer da
linhagem de S. cerevisiae ACB-K1 e avaliar sua atividade antag6nica sobre os
patégenos de pds-colheita de citros, Penicillium digitatum e Geotrichum citri-

aurantii.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia do Citros

A cadeia citricola representa um importante segmento agroindustrial para
a economia brasileira. O Brasil destaca-se como maior produtor de laranja do
mundo, sendo o estado de Sdo Paulo o maior exportador de suco de laranja
concentrado congelado, onde o valor das exportacbes somado a outros
derivados gera cerca de 1,5 bilhdo de ddélares anuais (LOPES et al, 2009). A
safra de 2016/2017 alcancou uma producéo de 245,31 milhdes de caixas de 40,8
kg cada. A estimativa para a safra de 2017/2018 almeja uma producéo total de
364,47 milhdes de caixas de laranja (FUNDECITRUS, 2017).

Além de gerar divisas econdmicas, o setor tem grande impacto na geracéo
de empregos de forma direta e indireta, contribuindo para a balanca comercial
nacional, tanto na geracdo de capital, quanto no desenvolvimento regional
(LOPES et al, 2009; ZULLIAN; DORR; ALMEIDA, 2013).

O Brasil € um dos maiores produtores de citros, tanto para 0 consumo in
natura como na forma industrializada em sucos concentrados. Foi estimado que
a cada cinco copos de suco de laranja consumidos no mundo, trés sédo
provenientes de pomares brasileiros (NEVES, 2010). Dada a importancia
econdmica e social da citricultura para o pais, este setor enfrenta inUmeras
pragas e doencas que limitam sua producgéo, dentre tais problemas, destacam-
se as doencas de pdés-colheita, e, dentre essas, o bolor verde e a podridédo

azeda.

2.2. Bolor verde

O bolor verde causado pelo fungo Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc.
é considerado a principal doenca da pos-colheita dos citros, principalmente, em
condicbes de climas quentes. A infeccdo pelo patdogeno ocorre por meio de
ferimentos onde os nutrientes estao disponiveis e estimulam a germinacéo dos
conidios que se encontram depositados na superficie do fruto (LARANJEIRA et
al., 2005).



Atualmente, o controle do bolor verde em packing-house baseia-se no
tratamento de frutos com fungicidas, como imazalil (IMZ) e tiabendazol (TBZ).
Estes fungicidas s&o utilizados sozinhos, em misturas, ou aplicados
separadamente, em sequéncia, sendo os mesmos utilizados ha mais de 25 anos,
0 que contribui para a proliferacdo de linhagens do patégeno resistentes aos
principios ativos utilizados (ISMAIL; ZHANG, 2004).

Embora os fungicidas quimicos sintéticos sejam ainda muito efetivos no
controle do bolor, o uso indiscriminado pode deixar residuos no produto, sendo
necessario desenvolver métodos alternativos e eficazes para o controle da

doenca.

2.3. Podridao azeda

A podriddo azeda, causada pelo fungo leveduriforme Geotrichum citri-
aurantii (Ferraris) R. Cif. & F. Cif. (Sinbnimo Geotrichum candidum Link) (PITT;
HOCKING, 1997) é uma das doencas mais importantes para a pés-colheita de
citros, sendo reportada em todos os paises produtores, e em todas as espécies
e cultivares de citros (TALIBI et al., 2011).

A infeccéo ocorre em frutos feridos e lesionados e a penetracéo do fungo
ocorre pela casca e se estende até o albedo (LARANJEIRA et al., 2005), sendo
a doenca favorecida nas temperaturas de 25 a 30°C, principalmente, na fase de
maturacado do fruto (FERRAZ et al., 2016).

A presenca de um filme de &gua sobre o fruto é essencial para a
penetragdo de Geotrichum, sendo o fruto tomado completamente em quatro ou
cinco dias por uma massa viscosa, frequentemente, associada ao bolor verde, e
até mesmo estimulada por sua presenca (SUPRAPTA; ARAI; IWAI, 1995;
BROWN, 2003; TOURNAS, 2005; LIU et al., 2009; PALOU; SMILANICK;
CRISOSTO, 2009).

No Brasil, em particular, dentre as medidas que sao utilizadas durante o
beneficiamento de frutos citricos para o controle das podrides, a utilizagdo de
produtos quimicos nao é eficaz para o controle do G. citri-aurantii, uma vez que,
nao ha fungicida registrado para o controle da podriddo azeda. Ortofenilfenato
de sodio (OPP) é o unico agroquimico capaz de reduzir parcialmente essa

doenca (FENG et al., 2011; LIU et al., 2009), no entanto, em relatos prévios, tal



composto pode ser cancerigeno (KITAGAWA; KAWADA, 1984), podendo, trazer
problemas a saude publica. O produto quimico Guazatine é comumente aplicado
para reduzir a incidéncia da podriddo azeda em poOs colheita de citros, no
entanto, ndo existe registro no Brasil. De acordo com Hao et al. 2010, a falta de
fungicida registrado esta se tornando um problema sério e um desafio na busca

de estratégias efetivas e seguras no controle da doenca.

2.4. Controle biolégico

Segundo Machado et al. (2012) a aplicacdo de métodos de biocontrole
ainda ndo é a primeira op¢ao para os produtores brasileiros, e entre 0s aspectos
que justificam a baixa aplicabilidade desta forma de controle, esta a limitada
disponibilidade de produtos comerciais registrados no Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Outra justificativa é a difusdo de conceitos,
principios e vantagens envolvidos no uso de bioprodutos que é deficiente e a
limitacdo do conhecimento dos consumidores sobre as consequéncias para a
salude publica e ambiental do uso intensivo de agrotoxicos. Para o
desenvolvimento de produtos de biocontrole, ha necessidade de varios passos,
como: coleta, isolamento, identificacéo e caracterizacdo dos micro-organismos;
desenvolvimento da producdo dos mesmos em meios de cultivo; otimizacdo do
processo fermentativo e escalonamento dos processos; estudos de formulacao
e aplicacdo em campo; obtencdo do Registro Especial Temporéario (RET);
registro e comercializagéo do produto (SILVA; MELLO, 2007).

A dependéncia de agrotoxicos no combate as doencas se torna um
desafio para os pesquisadores e produtores, que apesar de ainda serem eficazes
no controle, apresentam inlmeras consequéncias indesejaveis como: 0 aumento
de residuos quimicos nos frutos (LOPES, 2009); o surgimento de linhagens de
patdgenos resistentes aos principios ativos; a diminuicdo de microrganismos
benéficos; o efeito dos produtos sobre plantas ndo alvo; o surgimento de
doencas secundarias, além dos possiveis danos a salude humana e ao meio
ambiente (GRIGOLETTI JR et al., 2000).

O controle biolégico se baseia nas interacdes antagbnicas entre
microrganismos antagonistas e fitopatdgenos, podendo ser caracterizado por
diferentes modos de acdao (MORAES; CAPALBO; MORAES, 1991). Tendo como



premissa basica manter a densidade populacional das espécies de pragas,
associadas a agricultura, em niveis economicamente e ecologicamente
aceitaveis (LIMA; MARCO; FELIX, 2000).

Desta forma, o controle biolégico vem de encontro a essa demanda, pois
visa manter, através de praticas especificas, um equilibrio no agroecossistema,
de modo que o hospedeiro, na presenca do patégeno, ndo sofra danos
significativos, em fung&o da acao controladora dos organismos nao-patogénicos
do sistema (GRIGOLETTI JR et al., 2000).

A utilizacdo de microrganismos no biocontrole de patdégenos de plantas
tem sido considerada uma alterativa natural em substituicdo parcial ou total ao
tratamento quimico (MORETTO et al., 2014). Além disso, ndo contamina 0s
alimentos e nem o ambiente, participando naturalmente da ciclagem dos
nutrientes (FERRAZ et al., 2016). Dentre os mecanismos de ac¢ao utilizados
pelos agentes de controle biolégico, sdo mais conhecidos a antibiose,
competicdo por espaco e nutrientes, micoparasitismo, producdo de enzimas
liticas e inducao de resisténcia no hospedeiro (CHAUR TSUEN, 1998).

As leveduras sdo potencialmente mais efetivas no controle de doencas de
pés-colheita, pois sdo fenotipicamente mais adaptadas a esses nichos e sdo
h&beis na colonizacdo e competicdo por espaco e nutrientes (FILONOW, 1998;
COELHO; HOFFMANN; HIROOKA, 2003). Possuem baixa mico-toxicidade,
visando a seguranga alimentar no consumo de frutos in natura, podendo ser
tolerantes aos fungicidas frequentemente utilizados na pés-colheita (LAHLALI et
al., 2011).

Existem produtos encontrados no mercado a base de leveduras, como é
caso de Candida oleophila e Cryptococcus albidus registradas como Aspire®
(Ecogen Inc., Langhorn, PA) e YieldPlus® (Anchor Yeast, Cape Town, South
Africa), respectivamente (DROBY et al., 2002).

2.4.1. Atividade killer

O fenébmeno killer foi relatado pela primeira vez em isolados da levedura
Saccharomyces cerevisiae e sua associacao fenotipica com a presenca de virus
de RNA de cadeia dupla (dsRNA) marcou o inicio da pesquisa em virologia de
levedura no inicio da década de 1970 (BEVAN; MAKOWER, 1963; SHIMITT;



BREINIG, 2006). Shimitt e Breinig (2006) relataram que as leveduras que
segregavam toxinas proteicas eram letais para cepas sensiveis, sendo
designadas Leveduras Kkiller.

Foi evidenciado que as cepas killer apresentavam atividade antimicotica
notavel e ndo estdo restritas a S. cerevisiae, mas sdo frequentemente
encontradas em outras espécies de leveduras e fungos (MAGLIANI et al., 1997;
SCHMITT et al.,, 2002), incluindo Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora
uvarum e Ustilago maydis (SCHMITT et al., 2002).

O fendtipo killer ndo esta exclusivamente associado aos virus de dsRNA
e também é codificado por plasmideos dsDNA lineares em Kluyveromyces lactis
e Pichia acacia (SCHAFFRATH; MEINHARDT, 2005) e codificados
cromossomicamente em Williopsis californica e Pichia farinosa (THEINSEN et
al., 2000; SUZUKI, 2005).

As estirpes de S. cerevisiae killer foram agrupadas até agora em quatro
tipos (K1, K2, K28 e Klus) com base em seus perfis killer e falta de imunidade
cruzada (RAMIREZ et al., 2015). Os membros de cada grupo podem matar
leveduras sensiveis ao fator killer, sendo também letais para outras espécies de
leveduras (RODRIGUEZ-COUSINO et al., 2011). Cada levedura killer é imune a
sua propria toxina ou toxinas produzidas por estirpes do mesmo tipo killer
(SCHMITT; BREINIG, 2006). S. cerevisiae tipo K1, K2, K28, e Klus séo
codificados pela cadeia positiva de tamanho médio (1,6-2,4 kb) dsRNA de virus
de levedura M1, M2, M28, e Mlus (RAMIREZ et al., 2015).

Os quatro M de dsRNA codificador da toxina ndo mostram nenhuma
identidade de sequéncia umas com as outras (SCHMITT; TIPPER, 1995;
RODRIGUEZ-COUSINO et al., 2011). Estes virus M dependem de um segundo
virus auxiliar de dsRNA de grande dimensao (4,6 kb), LA, para manutencao e
replicacdo. LA fornece os capsideos e polimerase em que ambos LA e M
dsRNAs séo encapsidadas e replicados separadamente (SCHMITT; BREINIG,
2006). O fendbmeno killer associado ao dsRNA é transmitido verticalmente de
mae para levedura filha, e horizontalmente por acasalamento (SCHMITT;
BREINIG, 2002), um procedimento pelo qual uma nova cepa poderia surgir
(MAQUEDA et al., 2010).

O fendtipo killer pode sofrer um processo de cura e inativagdo da toxina
guando submetido ao tratamento com cicloheximida (CARROLL; WICKNER,



1995; MAQUEDA et al., 2010), ou atraves de altas temperaturas
(SCHAFFRATH; BREUNIG, 2000; SOARES; SATO, 1999).

Trabalhos de pesquisa sobre caracterizacdo das toxinas Kkiller tém
demonstrado a existéncia de diferencas significativas em relacdo a massa
molecular estimada em 20KDa para um isolado de S. cerevisiae (GOTO et al.,
1990), 100KDa para Kluyveromyces lactis (SUGISAKI et al., 1984), 18KDa para
Hanseniaspora uvarum (RADLER; SCHMITT; MEYER, 1990), 300KDa para
Hansenula anomala (KAGIYAMA et al., 1988), 47KDa para Pichia anomala
NCYC 432 (IZGU; ALTINBAY; ACUN, 2006), 11KDa para Williopsis saturnus
WC91-2 (WANG et al., 2012).

As toxinas de leveduras killer podem apresentar potencial de aplicacédo
em mecanismos de processamento e secrecdo de proteinas (MARQUINA;
SANTOS; PEINADO, 2002); no controle biolégico de doencas na agricultura
(WALKER; MCLEOD; HODGSON, 1995); na tecnologia de preservacdo de
alimentos (LOWES et al.,, 2000); em processos de fermentacdo alcodlica
(YOUNG; YORGIU, 1978); vinhos (SANGORRIN et al., 2001; LOPES et al.,
2005; SANGORRIN et al., 2007; LOPES et al., 2007); pdo (BORTOL et al., 1986);
na biotipagem de espécies patogénicas como Candida albicans, Cryptococcus
spp. e Staphylococcus epidermidis (YOUNG; YORGIU, 1978; POLONELLI et al.,
1985; FUENTEFRIA et al., 2008); além do seu potencial terapéutico e preventivo
em micoses superficiais e sistémicas em humanos e animais (MAGLIANI et al.,
2004; MAGLIANI et al., 2005).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

Foram utilizados no presente estudo a levedura killer Saccharomyces
cerevisiae ACB-K1, a levedura sensivel ao fator killer (S. cerevisiae NCYC 1006)
e os fitopatdbgenos Penicillium digitatum e Geotrichum citri-aurantii, todos
pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratorio de Fitopatologia e
Controle Biolégico do Centro de Citricultura “Sylvio MoreiraIAC,
Cordeirdpolis/SP, Brasil. A cepa padrao killer tipo K1 (Saccharomyces cerevisiae
KL88) foi cedida pela Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP,

Campinas, Séo Paulo, Brasil.

3.2. Meios de cultura

O meio BDA (Batata-dextrose-agar) foi utilizado para o crescimento dos
fitopatdogenos. Os meios YEPD (Extrato de levedura 1%; Peptona 2% e Glicose
2%) e YM (Extrato de levedura 0,3%; Extrato de Malte 0,3%; Peptona 0,5% e
Glicose 1%) foram utilizados para manutencéo da cultura da levedura. O meio
agar YEPD-azul de metileno (Extrato de levedura 1%; Glicose 2%; Peptona 2%,
Agar 2% e Azul de metileno 0,002%) tamponado com citrato-fosfato 0,1 M pH

4,1 ou 4,6, foi utilizado para determinar a atividade Kkiller.

3.3. Atividade killer

Para avaliar o fator killer da levedura S. cerevisiae ACB-K1 utilizou-se a
metodologia descrita por Woods e Bevan (1968) e modificada por Ferraz et al.
(2016). Foi avaliada a produgéo de toxina killer produzida por S. cerevisiae ACB-
K1 contra a levedura sensivel (S. cerevisae NCYC 1006) e contra o0s
fitopatdgenos P. digitatum e G. citri-aurantii.

S. cerevisae ACB-K1 foi cultivada em meio liquido YM, a 27°C, sob

agitacao constante a 150 rpm por 12, 24 e 48 horas, com o objetivo de se verificar
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o melhor tempo de incubacé&o da cultura de levedura para a producéo e atividade
da toxina killer.

Uma aliquota de 400uL de uma suspensao de células de P. digitatum, G.
citri-aurantii (10° esporos/mL) ou da levedura sensivel (10° células/mL) foi
transferida e espalhada na superficie de placas de meio agar YEPD-azul de
metileno pH 4,6. Apds a secagem das culturas, discos de papel de filtro estéreis
foram colocados sobre as culturas e, em seguida, uma aliquota de 20uL de
suspensdo (1x10° células/mL) de S. cerevisiae ACB-K1, de acordo com os
diferentes tempos de incubacéo da levedura, foi adicionado sobre os mesmos.
As culturas foram incubadas em estufa para BOD a 25°C e a atividade Killer foi

avaliada apoés 48 horas.

3.4. Producao da toxina killer bruta de S. cerevisiae ACB-K1

A levedura S. cerevisiae ACB-K1 foi crescida em meio liquido YEPD por
24 horas a 150 rpm em temperatura ambiente, em seguida foi centrifugada a 3xg
por 10 min e o sobrenadante foi esterilizado utilizando membranas Millipore®
(0,22 pM), para utilizacdo dos testes posteriores seguindo a metodologia
adaptada de Soares e Sato (2000).

3.4.1. Condicdes 6timas para determinacéo da atividade killer

Um importante parametro para a deteccdo da atividade killer € o pH do
meio de cultura e a temperatura de incubacéo escolhido, geralmente, expressa
em condi¢cBes acidas entre temperatura de 22 e 28°C (SCHMITT; BREINIG,
2002). Assim, aliquotas de 20uL do sobrenadante da cultura, obtido conforme o
item 3.4, foram avaliados quanto sua atividade killer, como descrito no item 3.1,
em meio de cultura agar YEPD-azul de metileno ajustado ao pH 3,5; 3,8; 4,1;
4,6; 4,9 e 5,4, e incubadas a 4, 22, 25 e 30 °C e avaliadas quanto auséncia ou
presenca do halo de inibicdo apds 48 horas, seguindo a metodologia de Polonelli
et al., 1983.
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3.4.2. Efeito do pH na estabilidade da toxina killer

Aferiu-se o pH do sobrenadante filtrado, obtido conforme o item 3.4, com
NaOH ou HCI até atingir o pH 2,0; 3,0; 3,5; 3,8; 4,1; 4,6; 4,9; 5,4; 6,0; 7,0 e 8,0.
As amostras foram incubadas por 24 horas a -25 °C, 4 °C e 25°C, em seguida
aliquotas de 20uL do sobrenadante foi avaliado quanto sua atividade killer contra
o P. digitatum. As culturas foram incubadas em BOD a 22 °C e avaliadas quanto

auséncia ou presenca do halo de inibicdo apés 48 horas.

3.5. Métodos de precipitacdo da proteina killer da levedura S. cerevisiae ACB-
K1

A levedura S. cerevisiae ACB-K1 foi cultivada em Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio liquido YEPD. ApoOs 24 horas de crescimento, 2 mL
foram transferidos para outros frascos contendo o mesmo meio de cultura, para
manter o padrao de crescimento uniforme, mantidos a 150 rpm em temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas a 10xg por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi utilizado para obtencdo da proteina killer como descrito a

seqguir.

3.5.1. Precipitagéo da proteina killer com etanol ou acetona

A proteina killer do sobrenadante do meio de cultura foi precipitada com
etanol ou acetona numa proporcéo 1:2 (v/v). O solvente previamente resfriado a
4°C (667 mL) foi adicionado em 333 mL do sobrenadante da cultura, deixado
durante a noite a 4 °C, centrifugando-se em seguida a 10xg por 15 min e
ressuspendo-se em 1 mL de tampéo citrato-fosfato 0,1 M pH 4,1. O precipitado
obtido foi armazenado em freezer a -80 °C e concentrado em liofilizador por 24
h, em seguida diluido em H20 MiliQ, sendo posteriormente realizado a dosagem
de proteina pelo Método do Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949).
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3.5.2. Precipitacdo da proteina killer com sulfato de amonio

A proteina killer do sobrenadante do meio de cultura foi precipitada com
sulfato de am6nio com 80 % de saturacdo. Uma quantidade de 1769 de sulfato
de amadnio foi dissolvido em 314 mL de sobrenadante com auxilio de um agitador
magnético e a solucdo foi mantida durante a noite a 4 °C. A amostra foi
centrifugada a 10xg por 15 min a 4 °C e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL
de tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 4,1. O precipitado foi dialisado em membrana
de celulose de retencdo de proteinas acima de 12 kDa, por 48 horas a 4 °C,
utilizando 1 L de tampédo citrato-fosfato 0,1 M pH 4,1, com duas trocas diarias. O
precipitado dialisado foi armazenado em freezer a -80 °C e concentrado em
liofilizador por 24 h, em seguida diluido em H20 MiliQ, sendo posteriormente
realizado a dosagem de proteina pelo Método do Biureto (GORNALL;
BARDAWILL; DAVID, 1949).

3.5.3. Caracterizacao do perfil de proteinas das preparacdes de toxina killer por
SDS-PAGE

Para caracterizar o perfil proteico das preparacdes de toxina killer, utilizou-
se SDS-PAGE 13% em Tris-glicina (pH 8.3) com eletroforese a 20mA por
2h30min. As amostras foram preparadas em condicfes 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 proporcéo 1:1 (v/v) e
aguecidas (100 °C, 5 min), previamente a aplicacao no gel. Este foi corado com
solucéo de Azul de Comassie R-350 e descorado com acido acético e alcool

etilico (10% v/v). Foram aplicados 10 pg/uL das amostras no gel.

3.6. Teste da cura do fenotipo killer

A levedura killer S. cerevisiae ACB-K1 foi cultivada por 12 horas a 27 °C
em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido YM.
Posteriormente, 100 pL da suspensdo da levedura (10° células/mL) foi
plagueada em: 1) meio agar YM (com incubacéo das culturas a 40°C e a 26°C),

2) meio agar YM contendo cicloheximida (1mg/mL) e incubada a 26°C. O tempo
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de incubacédo foi de 72 horas, de acordo com 0s respectivos tratamentos.
Posteriormente, as culturas foram repicadas para meio liquido YM, incubadas
por 12 horas, sob agitagéo constante (150 rpm) a 27 °C e submetidas ao teste
de atividade killer, como descrito no item 3.3. As avalia¢des do fator killer foram

realizadas 48 horas apos o teste de atividade.

3.7. Extracéo e deteccéo de elementos de RNA fita dupla (dsRNA) da levedura
S. cerevisiae ACB-K1

A extracdo de dsRNA foi realizada de acordo com o método descrito por
Maqueda et al. (2010). As culturas foram crescidas em meio de cultura YEPD,
durante a noite a 150 rpm, centrifugadas a 3xg por 6 min. A massa celular foi
lavada com Na2EDTA 50 mM (pH 7,5), centrifugada novamente, e incubada em
1 mL de Tris-H2S04 50 mM, pH 9,3 contendo 1% de 2-mercaptoetanol durante
15 min em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram centrifugadas a
4xg por 10 min e ressuspendidas em 1 mL de NaCl 0,1 M/ Tris-HCI| 10 mM, pH
7,5/ Na2EDTA 10 mM / 0,2% (SDS). Em seguida, adicionou-se 0,7 mL de fenol
saturado e as amostras foram incubadas a temperatura ambiente durante 30 min
com agitacao. A fase aquosa contendo os acidos nucleicos foi recuperada (800
pL). Os acidos nucleicos foram precipitados com adicédo de 1/10 volume (80 L)
de acetato de sodio 3 M e 1mL de isopropanol a 4°C, incubando-se durante 5
min em temperatura ambiente e centrifugando-se a 10xg por 10 min a 4 °C. O
material genético precipitado foi lavado com etanol 70%, seco por 2 min e
dissolvido em 50 pL de TE pH 8,0. A amostra foi analisada por eletroforese em
gel de agarose 1%, contendo 6uL de brometo de etidio, a 90 Volts por 2 horas.
A digestdo de DNA foi feita com o kit DNase | Amplification Grade (isenta de
RNase) da Sigma-Aldrich, de acordo com as especificacdes do fabricante. A
digestdo de RNA foi realizada com RNase A (Sigma-Aldrich) seguindo as
indicagOes do fabricante. Para a degradacao seletiva do RNA de cadeia simples,
as amostras foram incubadas com RNase A (10 pg/ml) a 37°C durante 30 min
na presenca de NaCl 1,6 e 2,5 M. Em seguida, foi feito uma eletroforese em gel
de agarose 0,6%, contendo 3uL de brometo de etidio, a 80 Volts por 1 hora.
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3.8 Purificagéo parcial da toxina killer a partir do extrato bruto de Saccharomyces

cerevisiae ACB-K1

3.8.1. Obtencéo da proteina killer de S. cerevisiae ACB-K1

Para a obtencado da toxina Killer, a cultura de S. cerevisiae cultivada em
meio liquido YEPD foi centrifugada a 10xg por 15 min a 4 °C para a remocao de
células e o sobrenadante submetido a precipitacdo com sulfato de amoénio a uma
saturacdo de 80% e mantido a 4 °C, por uma noite. Posteriormente, 0
sobrenadante foi centrifugado a 10xg, a 4 °C por 15 min, e ressuspendido em 1
mL de tampdao citrato-fosfato 0,1 M pH 4,1. O precipitado foi dialisado em
membrana de celulose de retencéo de proteinas acima de 12 kDa, por 48 horas
a 4 °C, utilizando 1 L de tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 4,1, com duas trocas
diarias. A amostra dialisada foi armazenada em freezer a -80 °C e concentrada
em liofilizador por 24 h.

3.8.2. Purificacdo parcial da proteina killer de S. cerevisiae ACB-K1

A amostra dialisada de proteina killer (5 mL) em tamp&o citrato-fosfato
(0,AM, pH 4,1) foi aplicada em uma coluna de cromatografia de exclusao
molecular contendo gel de Sephadex G75 (1,6 cm x 100 cm) eluida em tampéao
formiato de amdnio (0,05M, pH 4,1) em fluxo continuo (0,6 mL/min; 6mL/tubo).
As fragOes dos tubos 10 e 11; 18 a 25 e 28 a 30 foram reunidas e denominadas

fracOes F1, F2 e F3 respectivamente e concentradas por liofilizacdo por 24 h.

3.8.3. Avaliacdo das fracGes quanto a atividade killer

As fracbBes F1; F2 e F3 foram diluidas em H20 MiliQ e submetidas a
analise por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢bes desnaturantes
(SDS-PAGE) como descrito anteriormente. Em seguida, as fracoes foram
avaliadas quanto a sua atividade killer contra o fungo Penicillium digitatum como
descrito no item 3.3, utilizando 20 pL de cada fracdo, sendo as culturas
incubadas por 48h. A atividade killer foi determinada pela presenca ou auséncia

do halo de inibicao.
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4. RESULTADOS

4.1. Atividade killer

Este ensaio teve por objetivo detectar o melhor tempo de cultivo da
levedura killer S. cerevisae ACB-K1 para a producédo da toxina killer, avaliando-
se a atividade antag6nica contra a levedura sensivel (S. cerevisae NCYC 1006)
e contra os fitopatdgenos P. digitatum e G. citri-aurantii. Observou-se que, 0
isolado ACB-K1 mostrou maior atividade killer quando cultivado a 27 °C durante
12 horas, comparado com 24 ou 48h. Na Figura 1 foi possivel observar o halo
de inibicdo tanto para o fitopatbgeno P. digitatum quanto para a levedura

sensivel. Porém, ndo houve inibigcdo para o patégeno G. citri-aurantii.

Figura 1: Atividade killer. A: Atividade killer da levedura S. cerevisiae ACB-K1
contra a levedura sensivel (S. cerevisae NCYC 1006); B: Atividade killer da
levedura S. cerevisiae ACB-K1 contra Penicillium digitatum; C: Atividade killer da

levedura S. cerevisiae ACB-K1 contra Geotrichum citri-aurantii.
4.2. Producao da toxina killer bruta de S. cerevisiae ACB-K1
4.2.1. CondicBes 6timas para determinacéo da atividade killer
A tabela 1 ilustra o efeito do pH e da temperatura na atividade da toxina
killer de S. cerevisiae ACB-K1 contra a levedura sensivel S. cerevisiae NCYC

1006 e os fitopatégenos P. digitatum e G. citri aurantii. Os resultados mostraram

maxima atividade em pH 4,1 a 22°C e baixa atividade em pH 5,4 a 25°C, com a
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levedura sensivel (S. cerevisae NCYC 1006), como ilustrado na Figura 2.

Observou-se que na temperatura de 4 °C houve atividade nos valores de pHs

3,5, 4,1 e 49. A temperatura de 30°C nao foi adequada para se avaliar a

atividade da toxina, ndo apresentando zona de inibi¢cdo. Para o fitopatogeno P.

digitatum, a atividade killer foi observada apenas em pH 4,1 a 22°C (Figura 3),

nao sendo detectado nos outros tratamentos.

Tabela 1. Atividade killer da levedura S. crevisiae ACB-K1 em relagéo a levedura

sensivel S. cerevisiae NCYC 1006 e os fitopatopatogenos Penicillium digitatum

e Geotrichum citri-aurantii em meio YEPD-azul de metileno, em diferentes pH e

temperatura.

(S. cerevisae NCYC 1006)

pH

Temperatura 3,5

3,8

4,1

4,6

4,9

5,4

4°C +1)
22 °C -
25°C -
30°C -

-

++0

P. digitatum

pH

Temperatura 3,5

4,1

4,6

4°C -
22 °C -
25°C -
30°C -

++

G. citri-aurantii

pH

Temperatura 3,5

4,6

4°C -
22 °C -
25°C -
30°C -

@ +: atividade killer >1mm: @ ++: atividade killer >1mm: © -: auséncia de atividade

killer.
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Figura 2. Atividade killer de Saccharomyces cerevisiae (ACB-K1) apresentando
halo de inibicdo da levedura sensivel Saccharomyces cerevisiae (NCYC 1006)
em meio de cultura YEPD+ azul de metileno A: (pH 4,1) a 22 °C; B: (pH 5,4) a
25 °C.

Figura 3. Atividade killer de Saccharomyces cerevisiae (ACB-K1) apresentando
halo de inibicdo contra Penicillium digitatum em meio de cultura YEPD+ azul de

metileno em pH 4,1 a 22 °C.
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4.2.2. Efeito do pH na estabilidade da toxina killer

A Figura 4 ilustra o efeito do pH na estabilidade da toxina killer. A toxina
mostrou estabilidade em pH 3,5, apresentando estabilidade numa gama de pH
de 4,1 a 6,0, apds a incubacao de 24h a 25°C, quando testada contra o patégeno
P. digitatum. A atividade killer foi inativada apds incubacdo de 24h nas

temperaturas de 4 °C e -25 °C.

Figura 4. Efeito do pH na estabilidade da toxina killer de S. cerevisiae ACB-K1
contra P. digitatum. A: pH 2,0; B: pH 3,0; C: pH 3,5; D: pH 3,8; E: pH 4,1; F: pH
4,6; G: pH 4,9; H: pH 5,4; |. pH 6,0; J: pH 7,0; K: pH 8,0.

4.3. Métodos de concentragdo da proteina killer de S. cerevisiae ACB-K1

As diferentes formas de concentracéo da toxina Killer, sulfato de amonio,
etanol e acetona, determinou diferencas na quantidade de proteinas obtidas
(Tabela 2). A precipitacdo com sulfato de amonio a 80% proporcionou maior
rendimento de proteina, quando comparado com as outras precipitacfes. A
Figura 5 ilustra as proteinas presentes nas preparacdes de proteina killer
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precipitados com etanol, sulfato de amoénio e acetona, analisados por SDS-
PAGE.

Tabela 2: Teor de proteinas nas preparagfes de toxina killer de S. cerevisiae

ACB-K1 concentradas por precipitacdo com sulfato de amonio, etanol e acetona.

Proteinas Proteinas

Tratamentos _

(mg/mL) Totais
Precipitado de Sulfato de aménio 3,88 7,77
Precipitado de Etanol 1,6 3,2
Precipitado de Acetona 1,02 2,04

kDa
220

100
60
45

30
20

12
8

Figura 5: Eletroforese (SDS-PAGE) das preparagbes de toxina killer de S.
cerevisiae ACB-K1 concentradas por precipitagcdo com etanol, sulfato de ambnio
e acetona.

P — padrao de massa molecular 4-20% Tris-Glycine Sigma -C1992 (220 kDa, 100
kDa, 60 kDa, 45 kDa, 30 kDa, 20 kDa, 12 kDa e 8 kDa); 1 — Preparagao de toxina
killer concentrada por precipitagdo com etanol; 2 — Preparacao de toxina killer
concentrada por precipitacdo com sulfato de aménio; 3 — Preparacao de toxina
killer concentrada por precipitagdo com acetona. Gel de poliacrilamida
(acrilamida 13%), tampé&o Tris-glicina 0,1M, pH=8,3, SDS (0,1%). Condicbes
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eletroforéticas: 2h, 20mA, 100V. Gel corado com Azul de Coomassie R-350, por

20 min e descorado com acido acético (10% v/v).

4.4. Teste de cura do fendtipo killer

A Figura 6 ilustra o efeito do tratamento térmico da levedura S. cerevisiae
ACB-K1, a 40 °C e com cicloheximida na cura do fenétipo killer e correlacdo com
elementos extra-cromossomais. O tratamento térmico a 40°C resultou em 100%
de cura do fenotipo, levando a perda da capacidade de matar células do
fitopatdogeno (P. digitatum). O tratamento com cicloheximida néo foi eficiente

para cura do fendétipo killer.

S ‘7;7-‘—‘/.»‘ R e
Figura 6: Teste de cura do fendétipo killer. (A) atividade killer positiva do isolado

Saccharomyces cerevisiae-ACB-K1, sem tratamento de cura (22 °C), contra
Penicillium digitatum. (B) S. cerevisiae ACB-K1, com tratamento de cura
(cicloheximida,1mg/mL) contra P. digitatum. (C) Crescimento do fitopatdgeno
P.digitatum apds a submissédo da levedura ao tratamento de cura (40 °C). P=

Penicillium digitatum, S= S. cerevisiae ACB-K1.

4.5. Extracéo e deteccéo de elementos de RNA fita dupla (dsRNA) da levedura
S. cerevisiae ACB-K1

A extracdo e deteccdo de dsRNA do isolado ACB-K1 foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose e comparada com a cepa padrao killer S.
cerevisiae (KL88), tipo K1 (Figura 7A). Neste experimento foi observada a

presenca das duas espécies de elementos dsRNA (LA e M-dsRNA) necessarias
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para producdo da toxina killer. Observou-se, também, a auséncia das bandas de
dsRNA no isolado que passou pelo processo de cura do fenotipo a 40 °C,
comprovando a sua perda de atividade do item 3.4.

As moléculas de RNA sao resistentes a digestdo de RNase A na presenca
de concentracdo de NaCl, como esperado para dsRNA, mas nao para RNA de

cadeia simples (Figura 7B)

(A) (B)

Figura 7: (A) Eletroforese em gel de agarose 1% da extracdo de dsRNA da
levedura. P -Padréao de peso molecular A Hindi lll; 1 - KL-88: S. cerevisiae padréo
killer, tipo K1; 2 - ACB-K1 curada: S. cerevisiae (40 °C); 3 - ACB-K1: S. cerevisiae
(22 °C). (B) Eletroforese em gel de agarose 0,6%, tratada com: 1 - DNase |
Amplification Grade e RNase A na presenca de NaCl 1,6 M; 2 - DNase |
Amplification Grade e RNase A na presenca de NaCl 2,5 M.

4.6. Purificacdo parcial da proteina killer de S. cerevisiae ACB-K1

A etapa de purificacdo parcial das proteinas consistiu na aplicacao de
preparacao de toxina killer de S. cerevisiae ACB-K1 em uma coluna de
cromatografia de exclusdo molecular, de gel Sephadex G75. A Figura 8A ilustra

a separacgdo de proteinas, divididas em trés fracées denominadas F1, F2 e F3.
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A Figura 8B ilustra a eletroforese SDS-PAGE das fracbes F1, F2 e F3. Devido
ao baixo rendimento do processo de purificacdo, ndo foi possivel visualizar
separacao das bandas proteicas, dificultando determinar as diferengcas quanto
ao peso molecular (Figura 8B). Entretanto, os resultados preliminares mostraram
que as fracdes (F1, F2 e F3), demonstraram caracteristicas de biocontrole contra

o fitopatégeno P. digitatum (Figura 9).

(A) (B)
3 2 1 kDa
050 220
045 | F2 (18-25)
o) 100
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Figura 8. (A) Cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-75 da
preparacao de toxina killer de Saccharomyces cerevisiae. (B) Eletroforese (SDS-
PAGE) das fracbes 1, 2 e 3 obtidas da cromatografia em gel Sephadex G75.

P — Padréo de peso molecular 4-20% Tris-Glycine Sigma - C1992 (220 kDa, 100
kDa, 60 kDa, 45 kDa, 30 kDa, 20 kDa, 12 kDa e 8 kDa; 1 — Fracaol; 2 — Fracéo
2; 3—Fracao 3. Gel de poliacrilamida (acrilamida 13%), tampao Tris-glicina 0,1M,
pH=8,3, SDS (0,1%). Condicdes eletroforéticas: 2h, 20mA, 100V. Gel corado
com Azul de Coomassie R-350, por 20 min e descorado com &cido acético (10%

v/v).
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Figura 9. Avaliacado da atividade killer das fracdes 1, 2 e 3, na concentracao de
10ug/ul, obtidas da cromatografia em gel Sephadex G75, utilizando-se
Penicillium digitatum como microrganismo sensivel. FracBes de toxina killer
diluidas em H20 MiliQ e adsorvidas em discos de papel. P. digitatum (1,0x10°
células/mL) repicados e incubados com as amostras das fragbes (48h, 22°C).

Atividade visualizada através da difusdo e formacao de halos de inibicdo.

5. DISCUSSAO

Muitos trabalhos na literatura tém comprovado a acéo da toxina killer por
leveduras no combate a fungos filamentos. Leal (2013) trabalhando com
leveduras, relatou que as mesmas apresentaram atividade killer e antagonismo
frente a alguns fungos, incluindo cepas do género Penicillium. De acordo com
Wang et al. (2012) a producao de toxina killer produzida por Williopsis saturnus
WC91-2 foi capaz de matar muitas estirpes de leveduras sensiveis, inclusive, de
leveduras patogénicas. Em estudos anteriores, foi verificado que oito isolados de
leveduras apresentavam atividade killer (FERRAZ et al., 2016). Aloui et al. (2015)
ao estudar filmes bioativos contendo uma levedura killer Wickerhamomyces
anomalus, mostrou que a mesma foi eficaz ndo apenas para reduzir a perda de

peso e manter a firmeza das laranjas “Valencia” durante o armazenamento,
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como também no controle do bolor verde nas frutas inoculadas em mais de 73%
apos 13 dias, demonstrando o potencial de aplicagcdo deste revestimento
bioativos como uma alternativa efetiva e promissoras. Com base nestes
trabalhos, testou-se a atividade killer do isolado de S. cerevisiae ACB-K1 em
fitopatdgenos poés-colheita de citros, Penicillium digitatum e Geotrichum citri-
aurantii, causadores do bolor verde e a podriddo azeda, respectivamente. Os
experimentos mostraram atividade contra S. cerevisiae NCYC 1006 e P.
digitatum mas néo contra G. citri-aurantii.

No presente trabalho, os efeitos do pH e temperatura foram analisados
para a toxina killer de S. cerevisiae ACB-K1, sendo observado maior atividade
em pH 4,1 e 22°C, e baixa atividade em pH 5,4 a 25 °C. Dados de literatura
relatam que a atividade killer apresenta maior atividade sob condi¢bes acidas
(pH 3 a 6) com melhores resultados entre pH 4 a 5 (WOODS; BEVAN, 1968;
SOARES; SATO, 2000), e temperatura numa faixa de 22 a 25°C (SOARES;
SATO, 2000). Os resultados da avaliacéo do efeitos dos pH e da temperatura na
atividade Kkiller de T. globosa (1S112), dentre os valores de pH estudados por
Rosa (2009), demostraram que o pH 4,5 com temperatura de 25 °C foi 0 que
apresentou melhor resultado, indicando ser a condigdo mais favoravel para a
atividade Killer.

No estudo de Marquina et al., (2001), a toxina killer da levedura
Debaryomyces hansenii mostrou-se estavel durante uma semana a 15°C ou
abaixo. Neste estudo a toxina foi filtrada com membrana Millipore® (0,45 uM) e
incubada durante mais de 5 dias a 20°C, apresentando perda significativa de
(25%) da atividade killer em condi¢cbes padréo (pH 4,0, 20°C). Quando mantido
a 30°C por 24 h em pH 4,0, mais de 50% atividade foi nula e, a 25°C, cerca de
45% foi perdida dentro de 7 dias. A toxina killer mostrou-se estavel em pH 4,5 ou
inferior quando mantida a 20°C durante 1 h. A toxina killer de D. hansenii
mostrou-se estavel em valores de pH acidos e, acima de pH 4,8, a inativacao
aumentou significativamente (90%), sendo completamente destruida em pH 5,1.
Izgl, Altinbay e Sertkaya (2005) ao estudar a levedura Killer Pichia anomala do
tipo K5, observou a estabilidade da toxina a pH entre 3 a 5,5 em temperaturas
ate 37°C, com amplo espectro de acdo indicando seu potencial biotecnologico

como agente antifangico.
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As metodologias de precipitacdo de proteinas antimicrobianas séo
usualmente empregadas no isolamento de glicoproteinas (SANTOS et al., 2004),
apresentando ampla atividade no sobrenadante da cultura (POLI, 2009),
resultados estes, que corroboram os obtidos neste trabalho, onde os testes de
atividade foram realizados com o sobrenadante da cultura. De acordo com as
dosagens das diferentes precipitacées analisadas neste trabalho, o sulfato de
amoénio 80% foi o que apresentou maior eficiéncia no rendimento de proteinas
precipitadas do ACB-K1, seguido pela precipitacdo de acetona e etanol (duas
vezes o0 volume). A precipitagcdo com sulfato de amonio € uma das técnicas mais
usadas em purificacdo de proteinas (SCOPES, 1994), estd se baseia no
aumento da forcga idbnica, de tal forma que as moléculas proteicas se agregam e
precipitam (BORZANI et al., 2001).

A perda do fendtipo killer € comprovada apds submeter a levedura a
tratamentos com temperaturas altas ou, com cicloheximida, produzindo células
filhas sem capacidade antagbnica (SOARES; SATO, 1999), possuindo assim,
um efeito inibitério na sintese proteica (HARTWELL, 1970).

Segundo Soares e Sato (1999), ao analisar a cura da caracteristica killer
em cepas de S. cerevisiae 40% das células tiveram seu fendtipo inativado a
40°C. Por outro lado, a linhagem apresentou resisténcia a cicloheximida,
considerada, portanto, ineficiente para o tratamento de cura do fenétipo, dados
gue estado de acordo com o presente estudo, o qual demonstrou a cura de 100%
do fator killer, guando submetido a temperatura elevada de 40°C e a ineficiéncia
do cicloheximida. Reafirmado por Rosa (2009) que verificou que temperaturas
superiores a 30°C podem inativar a acao das toxinas Kkiller.

A levedura S. cerevisiae produz toxinas proteicas letais K1, K2, K28 e
Klus, codificadas geneticamente por virus de RNA de cadeia dupla (dsRNA)
agrupados em trés tipos M1, M2, M28 e Mlus, o qual codifica a toxina.
Dependente de um segundo virus dsRNA (LA), responsavel pela manutencéo e
replicacdo (RAMIREZ et al., 2015). O isolado de levedura S. cerevisiae ACB-K1
apresentou as duas espécies de plasmideo (LA e M-dsRNA), sugerindo que a
base genética para a producao da toxina € extra-cromossomal, o que explica sua
atividade antag6nica contra a levedura sensivel e P. digitatum. Ja o isolado ACB-
K1 curada ao perder as bandas do dsRNA n&o apresentou atividade killer. Dado

similar ao obtido por Golubev, Pfeiffer e Golubeva (2002) que, ao curar o fen6tipo
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killer da estirpe Cystofilobasidium infirmominiatum, resultou em perda de
atividade e imunidade a toxina da estirpe original. Isso mostra claramente que
0os dsRNAs determinam o fendtipo killer. Rosa (2009) demonstrou que as
linhagens de levedura Torulaspora globosa (1S112) e Kluyveromyces marxianus
nao apresenta o elemento viral de dsRNA, indicando que o gene killer presente
pode ser cromossOmico. Segundo Maqueda et al. (2010), todas as bandas de
dsRNA podem desaparecer apds o tratamento das amostras com RNAse A, mas
permaneceram apos o tratamento com DNAase (sem RNAse).

A purificacdo parcial mostrou que as fracdes (F1, F2 e F3) na
concentragdo utilizada, demonstraram caracteristicas de biocontrole contra o
fitopatogeno P. digitatum. Muitos trabalhos vém evidenciando resultados
positivos da toxina killer no controle de fitopatégenos. De acordo com Weiler e
Schmitt (2003) o fungo Fusarium oxysporum foi controlado através da levedura
killer Zygosaccharomyces bailii. O controle de Botrytis cinerea em maca foi
obtido pela acdo da toxina Kkiller produzida por Pichia membranifaciens
(SANTOS; SANCHEZ; MARQUINA, 2004). Walker et al. (2005) observaram que
leveduras killer mostraram capacidade em inibir fortemente o crescimento
micelial de Heterobasidium annosum, Rhizoctonia solani, Fusarium equiseti,
entre outros. Coelho (2005), em seu estudo de controle de Penicillium expansum
em maca, observou que as leveduras Candida guilliermondii e Pichia ohmeri,

ambas killer, foram capazes de controlar o fungo em testes in vitro.



27

6. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

a) Saccharomyces cerevisiae-ACB-K1 apresenta atividade Kkiller contra o

fitopatdégeno Penicillium digitatum;

b) As condicbes Otimas para a atividade Kkiller correspondem a pH 4,1 e

temperatura de 22°C;

c) Foi possivel identificar dois elementos dsRNA (LA e M-dsRNA), sugerindo que
a base genética para a producdo da toxina € extra cromossomal, dado esse

confirmado pela cura do fenaétipo killer a 40°C;

d) As fracdes (F1, F2 e F3) obtidas pela purificacdo parcial demonstraram

caracteristicas de biocontrole contra o fitopatégeno P. digitatum;

e) A producéo de toxina killer pelo isolado S. cerevisiae ACB-K1 precisa ser
explorada quanto a producdo de um bioproduto visando o controle do fungo P.
digitatum causador do bolor verde em frutos citricos.
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