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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e purificar a toxina “killer”
produzida pela linhagem de Saccharomyces cerevisige Y500-4L, previamente
selecionada de mosto de fermentagio de usina de édlcool ¢ com alta capacidade
fermentativa. A capacidade de leveduras produzirem toxina “killer”, pode conferir
uma vantagem seletiva sobre linhagens sensiveis crescendo em competi¢do.
Torna-se portanto, necessario a caracterizagiio da toxina para o estudo da

aplicacdo das linhaeens com atividade “killer” em processos fermentativos.
¢ g P

A linhagem “killer” de S. cerevisiae Y500-4L, mostrou alta atividade
“killer” contra as leveduras Fleischmann e Itaiquara, ¢ também contra as linhagens
“killer” padrdes K2 (S. diastaticus NCYC 713), K4 (Candida glabrata NCYC
388) e K11 (Torulopsis glabrata ATCC 15126). E mostrou ser sensivel as toxinas
produzidas pelas leveduras padrdes “killer” K8 (Hansenula anomala NCYC 435),
K9 (Hansenula mrakii NCYC 500), K10 (Kluyveromyces drosophilarum NCYC
575) e K11 (Torulopsis glabrata ATCC 15126). A hinhagem de S. cerevisiae
Y500-4L, mostrou-se neutra as linhagens K1 (S. cerevisize KI.88), K2 (S.
diastaticus NCYC 713), K3 (S. capensis NCYC 761), K4 (Candida glabrata
NCYC 388), K5 (Debaryomyces vanrij NCYC 577), K6 (Kluyveromyces
marxianus NCYC 587), K7 (Pichia membranaefaciens NCYC 333) e Hansenula
sp Y66-1.

A linhagem de S. cerevisiae Y500-4L, ndo apresentou plasmidio M-dsRNA

e provavelmente o carater genético responsavel pelo fendtipo “killer” € codificado

vi



por genes cromossomais. Em ensaios para a perda do fendtipo, a linhagem S.
cerevisice Y500-4L  apresentou maior resisténeia ao  fratamento  com
cicloheximida e temperatura elevada (40°C) do que a levedura S. cerevisiae padrio

“killer” K1.

A produgio mixima da toxina “killer” foi obtida em meio YEPD apés 24
horas a 25 °C em meio estatico, coincidindo com o final da fase exponencial de

crescimento.

A toxina bruta de S. cerevisiae Y500-4L., apresentou maior atividade
“killer” na faixa de pH 4,1-4,5 ¢ temperatura de 22-25 °C; e maior estabilidade na
faixa de pH 3,8-4,5 a -10 °C. A toxina “killer” foi totalmente inativada apés 1 hora

de incubaciio a 40°C em pH 4,1 , em meio liquido.

O peso molecular da toxina purificada foi estimado em 18 a 20 kDa, através

de SDS-PAGE.
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SUMMARY

The objective of this research was to characterize and purify the killer toxin
produced by Saccharomyces cerevisiae YS500-4L, a yeast selected for its high
fermentative and killer capacities . The capacity to produce killer toxin can confer
a selective advantage over more sensitive strains competing to grow i the same
environment. Its is therefore important to characterize the toxin in order to apply

killer strains in fermentative process.

The killer yeast S. cerevisiae Y500-4L showed considerable killer activity
against the Fleischmann and Itaiguara comercial brands of yeasts and also against
the standard killer yeast K2 (S. diastaticus NCYC 713), K4 (Candida glabrata
NCYC 388y and K11 (Torulopsis glabrata ATCC 15126).

However S. cerevisiae Y500-41. showed sensitivity to the killer toxin
produced by the standard killer yeasts K8 (Hansenula anomala NCYC 4335), K9
(Hansenula mrakii NCYC 500), K10 (Kluyveromyces drosophilarum NCYC 375)
and K11 (Torulopsis glabrata ATCC 15126).

The strain S. cerevisiae Y500-4L was resistante to the killer toxins produced
by the yeast strains K1 (S. cerevisiae KL88), K2 (S. diastaticus NCYC 713), K3
(S. capensis NCYC 761), K4 (Candida glabrata NCYC 388}, K5 (Debaryomyces
vanrij NCYC 577), K6 (Kluyveromyces marxianus NCYC 587}, K7 (Pichia
membranaefaciens NCYC 333) and Hansenula sp Y66-1.

No M-dsRNA plasmid was detected in the S. cerevisige Y500-4L strain, and

these results suggest that the genetic basis of toxin production is encoded by
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chromosomal DNA. The strain S. cerevisiaze Y500-4L was more resistante to
cycloheximide and incubation at elevated temperatures (40°C) than the killer

yeast S. cerevisiae K1.

The maximum production of killer toxin in YEPD medium was obtained
after 24 hours of incubation at 25 °C, which coincided with the end of the

exponential growth phase.

The killer toxin of S. cerevisiae showed greatest activity between pH 4.1
and 4.5 and between 22 and 25 “C, and stability in the range from pH 3.8 to 4.5 at
-10 °C. The killer toxin was inativated by heating at 40 °C for 1 h at pH 4.1.

The molecular weight of the purified toxin was estimated at about 18 to 20

kDa by SDS-PAGE.



1. Introducéao

Muitas inddstrias de bebidas alcodlicas como vinho, cerveja, saqueé,
adicionam leveduras “starters” (fermento) com o intuito de condicionar a
fermentacdo de forma desejavel. Entretanto, durante o processo fermentativo,
linhagens de leveduras melhor adaptadas as condigbes podem dominar a
fermentagdo, visto que o processo de pasteurizagdo e/ou sulfitagfio nfio elimina
totalmente as leveduras selvagens. Essa sucess@io microbiana pode diminuir ou
eliminar a levedura principal (fermento), levando & lentiddo da fermentagio,
aumento de acidez, surgimento de aroma e sabor desagraddveis. A consequéncia
destes problemas, pode resultar em sérios prejuizos para a inddstria de bebidas,
Essas indistrias buscam portanto, leveduras “starters” com caracteristicas ndo sé
desejdveis sob o ponto de vista de produzir bebidas com 6timas caracteristicas

sensoriais; mas também que sejam mais competitivas.

A capacidade de produzir o fator “killer” pode conferir wma vantagem
seletiva sobre linhagens crescendo em competi¢iio com células sensiveis.
Leveduras “killer” excretam proteinas letais as células de leveduras sensiveis de
sua propria espéeie e/ou de espécies e géneros distintos. Varios estudos relatam a
presenca deste fendtipo em processos fermentativos. Linhagens produtoras de

fator “killer”, tem sido descritas em Saccharomyces e pelo menos em mais 0ito

géneros de leveduras.

Novas linhagens com atividade “killer” vém sendo selecionadas de mosto
de fermentagdo de vinho, de cerveja, de melago; salmoura de azeitona;
fermentacio de cacau e também de frutas em decomposi¢io. Alguns estudos

relatam a construgio de hibridos industriais com caracteristicas “killer”, obtidos



através de técnicas de manipulaciio genética como fusfo de protoplastos ¢

eletroinjecdo.

O fendtipo “killer” também vem sendo utilizado como uma ferramenta
importante na elucidacio de vias metabolicas relacionadas com a biossintese de
componentes da parede celular de leveduras, Leveduras mutantes “killer
resistentes” tem sido utilizadas para o estudo dos genes relacionados com a
biossintese dos polimeros B(1-6)-glucana e quitina da parede celular. Esses
mutantes, também tem sido utilizados na definicio das vias de secre¢do da toxina,
e estudo dos componentes do complexo de Golgi envolvidos na glicosilago de
manoproteinas. O sistema “killer” em leveduras, também vem sendo um meodelo
interessante para a secre¢do de proteinas heterdlogas, como por exemplo pela
utilizacdo do peptidio sinal da toxina, na excre¢fio de a-amilase de rato clonada

em S. cerevisiae.

Este estudo tem como objetivo caracterizar e purificar a toxina “killer”
produzida pela linhagem de Saccharomyces cerevisiae Y 500-4L, isolada de mosto
de fermentacdo de usina produtora de alcool e com alta capacidade fermentativa.
Estudou-se o perfil de atividade “killer” da toxina de Y500-4L em relaglo as
linhagens “killer” padrdes e linhagens de levedura comerciais Fleischmann e
Htaiquara. Estudou-se também o carater genético responséavel pelo fator “killer” ¢ a
perda deste fendtipo. Determinou-se as condigdes Ofimas de atividade e
estabilidade da proteina “killer” e sna produgdio. A toxina foi parcialmente
purificada, determinou-se o peso molecular e as caracteristicas da toxina quanto ao

pH de estabilidade e termoestabilidade.

O entendimento das caracteristicas genéticas responsaveis por este fendtipo

“killer”, o espectro de atividade da toxina frente & outras estirpes de leveduras, os



parfimetros Otimos de atvacBio da toxina, conftribuirio portanto, no
desenvolvimento de linhagens com atividade “killer” para a aplica¢fio industrial.
Visando assim, diminuir os efeitos causados por leveduras indesejaveis em

processos fermentativos.



2. Revisdo Bibliografica

2.1 O efeito “killer” em leveduras

O fendtipo “killer” em leveduras foi relatado pela primeira vez, na década
de sessenta, em linhagens de laboratério de Saccharomyces cerevisiae (BEVAN &
MAKOWER, 1963). Os autores propuseram que as cepas podiam ser classificadas
em um dos trés fendtipos: “killer”, sensivel ou neutro. Quando células “killer” e
sensiveis eram crescidas juntas no meio de cultura, uma alta proporgio destas
tltimas eram mortas. Células neutras ndo matavam as células sensiveis, nem eram
mortas pelas “killer”. Verificaram também que a levedura “killer” era imune a

aclo do seu proprio fator “killer”.

Baseando-se no fato de que a morte das cepas sensiveis podia ocorrer sem ¢
contato com as células “killer”, WOODS & BEVAN (1968) estudaram o agente
responsdvel pela morte, chamado de “fator killer”. Verificaram que o efeito
“killer” de Saccharomyces cerevisiae era causado por uma proteina, extracelular,
sensivel ao calor e a protease. Os resultados demonstraram que em meio liquido ¢
em meio solido, a toxina era inativada em temperaturas acima de 25 °C e acima de
42 °C, respectivamente, e possuia um pH o6timo de produgdo ¢ estabilidade, numa
faixa restrita de 4,6-4,8 a 22 °C. A proteina “killer” mostrou um espectro de agdo

altamente especifico, dependente de pH, temperatura e condi¢es de aeragio.

Até entio, o efeito “killer” s6 havia sido reportado em culturas de

laboratério. Na década de setenta, MAULE & THOMAS (1973) relataram pela



primeira vez a presenga de leveduras “killer” em processos fermentativos. Os
autores verificaram a morte da cultura usada como fermento para a produgio de
cervejas tipo “ale” e “lager”. Com o predominio das linhagens “killer”, a cerveja
apresentou sabor e aroma desagradaveis. As cepas “killer” se mostraram altamente
ativas em pH 3,8-4,2. Foram encontradas linhagens “killer” floculantes ¢ no
floculantes e estas apresentaram caracteristicas de leveduras Saccharomyces
cerevisine, mas pareciam fermentar maior quantidade de ag¢licares que a levedura
do fermento comercial e apresentavam-se pleomorficas e de pequeno tamanho em
cultura mista. A presenga de leveduras “killer” em mosto de fermentagio de
vinthos, também foi relatada por NAUMOV et al. em 1973. Ainda neste periodo
IMAMURA et al. (1974), relataram a presenca de uma linhagem de
Saccharomyces cerevisize “killer” contaminante em mosto de fermentagdo de
saqué. Durante a fermentacio, os tanques contaminados apresentaram menor
produgiio de 4lcool, acidez titulivel menor que o normal na primeira metade do
processo fermentativo e produgio de compostos sulfurados durante o estagio

inteial.

Em 1974, WOODS et al., isolaram uma linhagem de Saccharomyces
cerevisiae que apresentava um novo fenétipo “killer”, diferente das linhagens
descritas por BEVAN & MAKOWER em 1963. Essa linhagem, que foi descrita
como sensivel ao fator “killer” (KF1) por WOODS & BEVAN em 1968, também
produzia um novo fator “killer” (KF2) capaz de matar outras células sensiveis.
Verificou-se também que esse fator KF2 apresentava maior termoestabilidade que

o KF1.

PHILLISKIRK & YOUNG (1975), estudaram a ocorréncia de leveduras
“killer” em outros géneros e espécies em uma cole¢fio de cultura, com a finalidade

de ampliar os conhecimentos a respeito deste fendtipo. Os autores analisaram as



linhagens do National Collection of Yeast Cultures (NCYC) ¢ verificaram que sete
dos 28 géneros, exibiram atividade “killer” contra Saccharomyces cerevisiae. A
maior incidéneia de leveduras “killer” foi encontrada no género Hansenula. O
género Saccharomyces, apesar de ser o maior representante da colegéo, apresentou
pouca incidéncia do fendtipo “killer”. Os outros géneros que mostraram atividade

“killer” foram Debaryomyces, Pichia, Candida, Torulopsis € Kluyveromyces.

Em 1978, YOUNG & YAGIU propuseram uma classificagdo das leveduras
“killer”, tendo em vista que o fendtipo se enconfrava presente em géneros e
espécies diferentes. Os autores estudaram a interagdo entre 20 leveduras “killer”
de diversos géneros ¢ espécies reportadas, ant_eriormente, em 1975, por
PHILLISKIRK & YOUNG. As leveduras foram avaliadas quanto 3 atividade
“killer” que possuiam umas frente 3s outras, reatividade cruzada, ou seja,
interacio entre as linhagens. Assim, foram classificadas em 10 grupos distintos
(K1, K2.K10). As leveduras “killer” do género Saccharomyces, foram
classificadas de acordo com o carater “killer” como K1, K2 ¢ K3. As linhagens de
S uvarum NCYC 190 e S. cerevisiae A8209B, NCYC 232, NCYC 235, NCYC
631, NCYC 663, foram classificadas como leveduras “killer” K1 porque matam as
leveduras produtoras de fator “killer” K2 (S. cerevisiae NCYC 738 ¢ NCYC 1001,
S. diastaticus NCYC 713), K3 (S. campensis NCYC 761) ¢ K4 (Torulopsis
glabrata NCYC 388), como ilustra o Quadro 1. Parimetros genéticos encontrados
em linhagens de S. cerevisize também foram utilizados para comparagdo.
Conclufram entiio que “fatores killer” distintos, podem ser produzidos por
leveduras do mesmo género e espécie, tanto quanto por diferentes géneros ou
diferentes espécies. A andlise dos efeitos de enzimas proteoliticas, temperatura e
pH na atividade “killer” do extrato bruto, demonstrou através de cromatografia em
gel gue as toxinas de diferentes classes “killer” eram, bioquimicamente, diferentes

porém todas elas possuiam propriedades em comum, como a existéncia de um



componente protéico importante para a acfo “killer”. Outros pesquisadores em
1978 (ROGERS & BEVAN), também propuseram a classifica¢io das leveduras

“killer” em grupos baseando-se na reatividade cruzada.

Quadro 1- Classificacdo das leveduras “killer”

(YOUNG & YAGIU, 1978}

Tipos de “killer”
Tipos de Leveduras “killer” apresentados pelas
“killer” sensiveis
K1 S. uvarum NCYC 190 K2,K3,K4
S. cerevisiae A8209B, NCYC 232,
235,631 e 663
K2 S. cerevisiae NCYC 738 ¢ 1001 K1, K4
S. diastaticus NCYC 713
K3 S. eapensis NCYC 761 K1, K4
K4 Torulopsis glabrata NCYC 388 K1
K5 Debaromyces vanriji NCYC 577 K1,K3 K4
Hansenula anomala NCYC 434
H. subpelliculosa NCYC 16
Ko Kluyveromyces fragilis NCYC 587 K1, K2, K3, K4
K7 Candida valida NCYC 327 K1, K3, K4, K6
Pichia membranaefaciens NCYC 333
K8 H. anomala NCYC 435 K1,K2,K3,K4, K6
K9 H. mrakii NCYC 500 K1, K2, K3, K4, K5, K8
K190 K. drosophilarum NCYC 575 K1, K2, K3, K4, K5, K6,
K7,K8




PFEIFFER & RADLER (1984) compararam as caracteristicas de pH otimo
de atividade e estabilidade de toxinas “killer” de 8. cerevisiae, Candida crusei ¢
Pichia fermentans. A toxina da linhagem S. cerevisiae D587-2A (K1) apresentou
atividade 6tima em pH 4,7, estabilidade apds | hora de incubacio a 30 °C em pH
3,5. As toxinas das linhagens “laller” K2 (. cerevisiae NCYC 738, 8. cerevisiae
396 e S cerevisiae 399) mostraram atividade otima na faixa de pH 4,2-44 ¢
estabilidade em pH 3,5 apés | hora de incubagdo a 25 °C, 30 °C e 35 °C,
respectivamente. A toxina “killer” da linhagem S. cerevisiae 28, diferente das
toxinas de S. cerevisine descritas, apresentou atividade otima em pH 5.8 ¢
estabilidade apds 1 hora de incubagdo a 40 °C, em pH 3,5. As toxinas “killer” de
Candida crussei 392, Pichia fermentans 394 e Pichia fermentans 395, mostraram
atividade 6tima em pH 4,2 ¢ estabilidade apds 1 hora de tratamento a 40 °C em pH

3,5

SHIMIZU et al. (1985) caracterizaram leveduras de vinho. Sete linhagens
apresentaram cardter “killer” ¢ foram classificadas como S. cerevisiae tipo K2.
Houve pequena diferenca de estabilidade enfre as toxinas, pois foram estaveis
entre os pHs 2,9 e 4,9 apés 8§ horas de incubago a 6 °C. Em pH 5,0, a estabilidade
das toxinas diminuiu ¢ nenhuma atividade foi verificada em pH 5,4. A estabilidade
também diminuiu com o aumento da temperatura. Os autores verificaram que a
toxina era estidvel a 6 °C e ocorria apenas uma pequena perda quando incubadas a
20 °C, ap6s 10 dias. A 30 °C, o declinio era mais acentuado sendo que a 48 °C
havia uma perda total da atividade, apos 30 minutos de incubagdo do meio de

cultura fermentado.

PANCHAL et al. (19835), ao estudarem o efeito da toxina “killer” produzida

por Kluyveromyces lactis contra Saccharomyces spp., verificaram que houve um



aumento de 50% para 90% de sua atividade quando modificou-se o pH do meio de

4,5 para 6,5.

WILSON & WHITTAKER (1989) estudaram alguns fatores que afetam a
atividade ¢ estabilidade da toxina “killer” de Kluyveromyces lactis NRRL 1140R.
A toxina era ativa na faixa de pH 4,4 a 5,8, estavel em pH levemente alcalino (pH
8.0), e irreversivelmente inativada em pH inferiores a 4,4. A foxina mostrou-se

estavel a temperatura de 40 °C mas foi, rapidamente, inativada a 50 °C.

As diversas toxinas “killer” diferem portanto, quanto a pH e temperatura de
atividade e estabilidade, dependendo da linhagem produtora (BENDOVA, 1986),
A toxina de Saccharomyces é reversivelmente inativada em pH baixo (2,0) ¢
irreversivelmente inativada em pH acima de 5,0 (PETERING et al.,1991; citado
por BENITEZ et al., 1996).

Desde a descoberta do fenotipo “killer”, vérios estudos relataram a presenga
de leveduras “killer”: isoladas de diversas fontes da natureza, como frutas e
vegetais em decomposi¢io (STUMM, 1977); em processos fermentativos para
obtencio de bebidas como vinho (THORNTON, 1986; PETERING et al., 1991;
SULO & MICHALCAKOVA, 1992; VAGNOLI et al, 1993; CARRAU et al,,
1993: VAZQUEZ & TORO, 1994; HIDALGO & FLORES, 1994), seus efeitos ©
interrelagdes com linhagens sensiveis durante a fermentagdo (JACOBS & VAN
VUUREN, 1991); em algumas bebidas tipicas como “chicha” e “masato”
(CASTILLO et al., 1990) e fermentagio natural de Tequila (LACHANCE, 1995);
isoladas de usinas produtoras de dlcool (SATO et al, 1993} ¢ de fermentagio

espontanea de cacau (GOMES et al., 1997) entre outros.



A presenca de leveduras “killer” foi relatada em salmoura de azeitonas
fermentadas espontaneamente {MARQUINA et al., 1992). Os autores verificaram
que a maioria das leveduras possuia carater “killer” e que as espécies dominantes

eram linhagens particularmente ativas de Pichia membranaefaciens.

NASCIMENTO (1994) selecionou leveduras produtoras de fator “killer”,
com alta capacidade fermentativa para aplicagdo na produgdo de bebidas
alcodlicas. Seiscentos e vinte e trs linhagens de leveduras foram isoladas de
amostras de frutas, caldo e mosto de usinas produtoras de dlcool e testadas quanto
a producio de fator “killer”. Dentre dez leveduras que apresentaram atividade
“killer” contra as leveduras comerciais Fleischmann e Itaiquara, oito foram
identificadas como Saccharomyces cerevisiae, dentre elas a linhagem Y300-4L.
As leveduras foram avaliadas quanto 2 capacidade fermentativa em melago de
cana contendo 24% de acticares totais a 25 °C. O autor verificou que a linhagem
de S. cerevisiae Y500-4L. apresentou maior atividade “killer”, maior espectro de

aciio e maior rendimento de etanol entre as leveduras testadas.

A ocorréncia de leveduras “killer”, sensfveis e neutras, foi verificada em
mosto de uva no sul do Brasil. A sensibilidade e a caracteristica neutra mostrou
ser dependente do meio e da linhagem “killer”. InteragGes entre os trés fenotipos
simultaneamente, revelaram que algumas estirpes neufras, pareciam proteger
estirpes sensiveis contra a toxina “killer” devido a um efeito de diluigdio (SILVA,

1996).

LLORENTE et al. (1997) examinaram o efeito do sal no fendtipo “killer” de
leveduras de salmoura de azeitona. Os autores verificaram um aumento aparente
na atividade “killer” & medida que a concentrago de sal aumentava, além de uma

mudanca no espectro de atividade sobre linhagens sensiveis.
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O efeito “killer”, se encontra portanto, amplamente distribuido em leveduras
presentes na natureza € em processos fermentativos, assim como naquelas que

fazem parte de colegBes de cultura.

2.2. Carater genético responsavel pelo fendtipo “killer”

Em 1972, BERRY & BEVAN, investigando a natureza dos determinantes
genéticos citoplasmaticos envolvidos no carater “killer” de §. cerevisiae,
detectaram RNA de fita dupla citoplasmatico (dsRNA), com base na sua
resisténcia a maiores concentracdes de RNAase, mobilidade eletroforética em gel

de poliacrilamida e coloragdo com ortotoluidina.

BEVAN et al. (1973) confirmaram a presenga do dsRNA em S, cerevisiae.
Entretanto, reportaram que em linhagens “killer” haviam duas espécies de dsRNA
de pesos moleculares diferentes. Os resultados mostraram que as linhagens
sensiveis possuiam apenas uma espécie de dsRNA ou nenhuma. Os autores,
portanto, concluiram que as duas moléculas juntas deveriam ser o determinante

genético do carater “killer”.

Em 1974, HERRING & BEVAN mostraram que os dsRNA estavam
associados a particulas semelhantes a virus (particulas virus-like = VLPs), o que
foi confirmado em 1980 por BOSTIAN et al.(a). Estes observaram, que os
dsRNAs, denominados de M e L, se encontram encapsulados separadamente no
citoplasma da célula “killer” de S. cerevisine. Os resultados demonstraram,
também, que ambos sdo encapsulados pela mesma proteina capsidica, a qual é
cadificada por genes presentes no L-dsRNA. Os autores verificaram, portanto, a

relac@o existente entre as duas espécies de dsRNA.
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WICKNER (1976) verificou que a manutengio ¢ replicagdo dos plasmidios
“killer” (dsRNA} na célula de S. cerevisiae, requeriam pelo menos 10 genes
cromossomais. O fenotipo “killer” requer, portanto, ndo s6 genes citoplasmaticos

presentes nas duas espécies de dsRNA, mas também de genes cromossomais.

Em 1980, BOSTIAN et al.{ a e b), isolaram L-dsRNA (2,5-3,0 X 10° Da) e
M-dsRNA (1,1-1,4 X 10° Da) de linhagens de S. cerevisice. Os autores
verificaram que o0 M-dsRNA possui 0 gene que codifica a toxina “killer”. Também
observaram que o L-dsRNA codifica uma proteina capsidica e que a encapsulagio
€ essencial para a replicacio ou expressdo do M-dsRNA., Assim, concluiram que o
L-dsRNA possui um papel essencial na manuten¢fio ou expressdo do fendtipo

“kaller”.

GUNGE et al. (1981) isolaram e caracterizaram os plasmidios associados
com o fendtipo “killer” em Kluyveromyces lactis. Verificaram a presencga de dois
plasmidios lineares de DNA, os quais foram designados pGKll e pGKI2
possuindo pesos moleculares de 5,4 X 10° e 8,4 X 10° Da respectivamente.
Linhagens de K lactis que nfo apresentaram o plasmidio pGKl11, ndo possuiam o
fenétipo “killer”. Os autores também observaram que o carater “killer” era
transmitido extracromossomalmente. Nenhum plasmidio de acido ribonucleico de
fita dupla (dsRNA) foi detectado. Um gene cromossomal também foi encontrado

como responsavel pela resisténcia em linhagens de K. lactis “killer”.

FIELD et al. (1982) verificaram em Saccharomyces cerevisiae que o L-
dsRNA apresentava cerca de 4,8 Kb ¢ que o M-dsRNA cerca de 1,9 Kb. E
relataram que os RNAs de fita dupla de mesmo tamanho poderiam conter

sequéncias de nucleotideos distintas.
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Em 1984, KITANO et al. relataram, pela primeira vez, a existéncia de
linhagens de S. cerevisiae “killer” em vinicolas japonesas, que apresentavam um
perfil eletroforético diferente. Duas estirpes, Y-6 ¢ Y-9, foram identificadas como
novos tipos “killer” os quais nfio haviam sido descritos para o género
Saccharomyces, pois apesar das linhagens apresentarem atividade “killer”, nfo
possuiam o plasmidio de M-dsRNA. Em estudos posteriores, os autores
verificaram que os genes que codificam estas toxinas “killer”, estavam presentes

no cromossomo V e IX (GOTO et al., 1990a).

YOKOMORI et al. (1988a) isolaram uma linhagem “killer” de casca de uva,
identificada comeo pertencente ao género Candida. Os autores concluiram que a
toxina “killer” deste isolado, era codificada por genes cromossomais e nfo por

extracromossOmicos.

KAGIYAMA et al. (1988) isolaram duas linhagens “killer” de shoyu, as
quais foram identificadas como Hanmsenula anomala. O espectro de atividade
“killer” de ambas, foi diferente daqueles ja descritos para leveduras classificadas
como K1-K10. Os autores concluiram que a toxina “killer” deste género era
codificada por genes cromossomais, visto que ndo foi detectada a presenca de

plasmidios nestas leveduras.

STARK et al. (1990} afirmaram que o cardter “killer” de Kluyveromyces
lactis, é codificado por dois plasmidios de DNA de fita dupla, lineares,
citoplasmaticos, com 8,9 e 13,4 Kb. BOLEN et al. (1994), ao isolarem e
determinarem a analise sequencial do gene responsével pela codificacfio da toxina
“killer” de Pichia acaciae, verificaram uma alta similaridade com o gene “killer”

de Kluyveromyces lactis.
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2.3. Cura do fendtipo “killer”

A perda da capacidade “killer” de leveduras é denominada de cura. Isso
pode ocorrer, quando a linhagem “killer” parental é submetida a um tratamento
com cicloheximida e/ou temperaturas elevadas. E assim as células filhas podem

perder a capacidade de matar outras leveduras.

A cicloheximida exerce um efeito inibitério na sintese protéica de
eucariotos, afetando a iniciagio da formagfo da cadeia polipeptidica

(HARTWELL, 1970).

O primetro relato de cura do fenotipo “killer” de leveduras foi em 1972, por
FINK & STYLES. Estes verificaram que o determinante genético de fendtipo
“killer” em S. cerevisiae, podia ser seletivamente removido. Ao submeterem a
linhagem & um tratamento com cicloheximida, observaram que as linhagens

“killer” tornavam-se incapazes de matar outras leveduras.

Em 1974, WICKNER observou que quando lmhagens normais de S
cerevisiae “killer” eram crescidas em temperaturas de 37 a 40 °C, produziam
quase que exclusivamente células ndo-killer. Na €poca, o autor interpretou, como
sendo devido a uma possivel perda ou mutacfo de parte do genoma “killer” ndo

cromossomal,

CANSADO et al. (1989) verificaram o efeite de laranja de acridina na cura
do carater “killer” de S. cerevisiae. Laranja de acridina é ym corante usado como
agente intercalante empregado na cura de plasmidios bacterianos. Os resultados

mostraram uma alta percentagem de cura nas linhagens de leveduras “killer” K1 ¢
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K2, demonstrando respectivamente a perda de M1 ou M2-dsRNA apés o
tratamento. A percentagem de cura variou dependendo da linhagem mas nio do
tipo “killer”. A laranja de acridina apresentou eficiéncia similar quando

comparada com outros agentes de cura.

LONGO et al. (1992) estudaram a influéncia de linhagens curadas de S.
cerevisice usadas em vinho e seu comportamento fermentative. Os autores
inocularam em suco de uva duas linhagens selvagens de S. cerevisize, ou suas
respectivas linhagens curadas por laranja de acridina. Verificaram que a producio
de CO, , a taxa fermentativa ¢ a producfo de etanol e acido acético foram maiores
no mosto inoculado com a linhagem curada, particularmente, durante o estagio de
fermentacio ativa. Essas diferencas, entretanto, foram minimas no final das

fermentacdes.

WEINSTEIN et al. (1993) verificaram que a perda do MI1-dsRNA,
responsavel pela codificacdio da proteina “killer”, estd relacionada com a
termosensibilidade caracterizada por genes presentes no L-dsRNA de algumas

linhagens de §. cerevisiae.

CARROL & WICKNER (1995), ao estudarem genes cromossomais
responsavels pela propagacdo do M1-dsRNA, chegaram as seguintes conclusdes:
o MI-dsRNA é um satélite do virus L-dsRNA, e portanto requer proteinas
codificadas por genes deste nltimo para poder se propagar. O mRNA transcrito
dessas proteinas ndo apresenta cadela poliA terminal e, portanto, a tradugo destas
proteinas s#io as primeiras a serem prejudicadas na presenca de  baixas
concentra¢Bes de cicloheximida. Visto que, segundo os autores, na iniciagio da
tradugdo, ap6s a subunidade 408 se ligar a estrutura cap 57 do mRNA, acredita-se

que a cauda poliA facilita o acoplamento com a subunidade 60S. A auséncia desta
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estrutura poliA terminal compromete, portanto, a traducdo e, consequentemente, a
propagaco do MI-dsRNA em leveduras. A auséncia deste dsRNA em algumas

linhagens de S. cerevisiae causa a cura do fenotipo “killer”.

Ainda em 1995, OHTAKE & WICKNER verificaram que a propagacio do
M-dsRNA de S. cerevisiae depende da concentragdo de subunidades 608 livres, de
ribossomos. O uso de mutantes deficientes de genes cromossomais necessarios a
manuten¢do do fendtipo “killer” (MAK genes), sugere que estes afetam a
propaga¢io do M-dsRNA devido aos seus efeitos sobre o ndo suprimento de
proteinas ribossomais, afetando assim a concentracdio de subunidade 60S e
diminuindo a traducio do mRNA (RNA mensageiro) transcrito do L-dsRNA, o

gual no possui a cauda polA terminal.

2.4. Modo de agdo da toxina “killer”

A parede celular de leveduras ¢ uma estrutura rigida que recobre a
membrana plasmatica e ¢ composta de proteinas e polissacarideos. A parede
celular de S. cerevisiae € composta de trés componentes principais B-1,3 ¢ B-1,6
glucanas  (48-60%), manose-proteinas  (20-30%) e  quitina [B-14
N-acetilglucosamina (0,6-2,7%)] (FLEET, 1985).

O fato de células sensiveis de S. cerevisiae morrerem mais lentamente
quando tinham suas paredes celulares submetidas a acfio de glucanase antes do
tratamento com a toxina “killer”, impulsionou varios estudos a respeito do modo

de acfo da toxina “killer” (BUSSEY, 1972).
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Em 1973, estudos de BUSSEY et al. confirmaram a necessidade de sitios de
ligagdo para a toxina, na parede celular das células intactas de leveduras sensiveis.
Os resultados foram obtidos utilizando-se a ftoxina “killer” radioativa,

parcialmente purificada.

Ainda neste ano, verificaram que células sensiveis tratadas com a toxina,
liberavam no meio ATP intracelular ¢ fons K" (BUSSEY & SHERMAN, 1973).
Estes resultados sugerem, portanto, a alteracfio da membrana celular de leveduras

induzida pelo fator “killer”.

SKIPPER & BUSSEY (1977) verificaram que a a¢3o da toxina “killer” de §S.
cerevisiae € dependente de ATP. Os ensaios foram feitos medindo-se a guantidade
de “K liberado apés o tratamento da célula de levedura sensivel com duas toxinas
“killer”, como medida da a¢fo das toxinas. Entretanto, quando este tratamento foi
feito em presenga de drogas que interferem com a geragfo ou uso de energia, ndo

houve o efluxo de K.

Portanto, o mecanismo de agdo primeiro envolve a ligacdo da toxina na
parede da célula sensivel e depois provoca dano na membrana. O mecanismo mais
elucidado é o de S. cerevisiaze e principalmente K1. Sabe-se que o receptor
priméario na parede, ou seja, o sitio de ligagfio é o B (1-6)D-ghicana (HUTCHINS
& BUSSEY, 1983). Apos a toxina se ligar na parede da célula sensivel, ocorre a
formacgiio de um canal idnico na membrana (KAGAN, 1983). O dano na
membrana € causado pelo desbalanceamento i6nico, apresentando extravazamento
de fon K , ATP e consequente acidificacio do citoplasma da célula sensivel
(PENA et al,, 1981), levando assim, & inibi¢Sio da sintese de macromoléculas e

consequente morte da célula sensivel sem, entretanto, causar a lise da mesma.
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ZHU & BUSSEY (1989} verificaram que a toxina “killer” K1 de S
cerevisiae foi capaz de matar esferoplastos de varios géneros de leveduras, cujas
células intactas ndo sfo sensiveis a esta toxina. Os autores concluiram que
receptores de parede celular podem definir a especificidade da toxina e que sdo

necessarios mas ndo suficientes para a agio da toxina em células intactas.

As pesquisas também propdem que a Imunidade da célula “killer” €
conferida ao precursor da toxina ou a algum produto ndo completamente
processado, que interfere competitivamente com a acdo da toxina madura. Isto
pode ocorrer pela ocupagfo do receptor na parede ou pela interferéncia na
formagio do canal iénico (BOONE et al., 1986; TIPPER et al. citado por BROWN
et al., 1994; ZHU et al., 1993).

SCHMITT & PFEIFFER (1990) verificaram, entretanto, que o receptor
primario de parede da toxina produzida pela linhagem de S. cerevisiae KT28 ndo
s¢ tratava de glucana, e sim de uma manoproteina encontrada na superficie das

células sensiveis.

Diversos genes responsaveis pela sintese da B-1,6 glucana da parede celular
tém sido isolados. Mutantes que apresenfam parede celular com menor conteddo
de B-1,6 glucana mostraram-se resistentes a toxina “killer” K1. Estes genes sio
designados de KRE e a infrodug@o destes em mutantes kre resultam em produgio
normal de B-1,6 glucana. O KRE6 ¢ um dos genes KRE que esta envolvido na
sintese de B-1,3 e B-1,6 glucana. A eliminacfo deste gene resulta em reducio da
quantidade de B-1,6 glucana na parede celular assim como na atividade de sintese

de B-1,3 glucana sintetase (ROEMER & BUSSEY, 1991).
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A toxina de Kluyveromyces lactis também foi estudada. A sua subunidade
«, apresenta alta homologia com quitinases, o que sugere que esta toxina se liga

inicialmente em quitina presente na superficie da célula sensivel (BUTLER et al,,

1991; TAKITA & CASTILHO-VALAVICIUS, 1993).

YAMAMOTO, citado por KASAHARA et al. (1994a), relatou que a toxina
HM-1 de Hansenula mrakii inibe o crescimento de Saccharomyces cerevisiae,

interferindo na sintese de B-1,3 glucana.

KASAHARA et al. (1994a) isolaram uma linhagem de Saccharomyces
cerevisiae resistente a toxina HM-1 de Hansenula mrakii. Os autores isolaram o
gene denominado HKRI que conferia resisténcia a toxina “killer” e codificava
uma proteina de membrana, rica em serina ¢ freonina. A superexpressdo do gene
HKRI aumentava o conteudo de B-glucana na parede celular sugerindo que este
gene regulava a sintese desse polissacarideo. Posteriormente, os autores estudaram
o envolvimento da B-glucana no modo de agdo da toxina HM-1 e verificaram que
a toxina matava cclulas intactas mas nfo protoplastos. Além disso, células que niio
apresentavam ¢ alelo KRE6 e portanto continham menor conteiide de B-1,6
glucana, mostraram-se resistentes a altas concentragSes da toxina. Os autores
observaram que a adi¢lo de B-1,3 e (-1,6 glucana no meio, bloqueava a a¢io
“kaller” da toxina enquanto que o mesmo nfo acontecia com a adigio de «-1,4
- glucana e quitina. E sugeriram que a toxina HM-1 interage com a parede celular e

¢ requerida para a atividade “killer”.

KOMIYAMA et al. (1996) estudaram o modo de acdo da toxina “killer”
HM-1 produzida por Hansenula mrakii, a qual € ativa contra células de S
cerevisige. Os autores verificaram que a agfio da toxina era mais eficiente quando

as celulas da linhagem sensivel estavam em ativa duplica¢fo. Células num estagio
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estaciondrio eram resistentes, e se tornavam sensiveis apds 90 min de cultivo, o
que era concomitante com o aumento do indice de brotamentos. Os resultados
sugeriram, portanto, que a toxina HM-1 atua na regifio de brotamento das células
em proliferacdo, resultando em formagdo de poro na membrana, liberagio de

componentes celulares e eventual morte das células sensiveis.

A acfio de toxinas “killer” de diferentes géneros de leveduras sobre
livhagens de S. cerevisine tem sido estudada por diversos pesquisadores
(HUTCHINS & BUSSEY, 1983; BROWN & BUSSEY, 1993; CASTRO et al,,
1995; WICKNER, 1996; HAMPSEY, 1997) visando o conhecimento dos
mecanismos de atuacdo das toxinas, determinagiio dos compostos da parede
celular envolvidos na ligacio ou atuaclo da toxina e estudo dos genes que

conferem resisténcia a aco da toxina.

2.5, Purificacéo da toxina “killer”

Existem toxinas “killer” distintas (YOUNG & YAGIU, 1978}, mas apenas
algumas tém sua estrutura e funcdio estudada a nivel molecular. As proteinas
“killer” mais conhecidas sfio aquelas codificadas por genes plasmidiais,
produzidas por Saccharomyces cerevisiage (K1, K2 e KT28), Ustilago maydis
(KP6) e Kluyveromyces lactis.

A toxina K1 de Saccharomyces cerevisiae ¢ a mais bem caracterizada. A
toxina Kl de §. cerevisiae T158c¢/S14a € heterodimérica, na gual as duas

subunidades se encontram ligadas por pontes de dissulfeto ¢ ambas possuem
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massa molecular similar em torno de 11 kDa. Dados da composiciio de
aminoacidos da toxina purificada s8o consistentes com o sequenciamento do gene
da pre-toxina onde as subunidades o e B consistem dos residuos de aminoacidos
45-147 e 234-316 respectivamente e a massa molecular do dimero o B é de
aproximadamente 20,658 kDa (ZHU et al., 1987). Estudos de analise mutacional
foram desenvolvidos nos dominios funcionais desta toxina, e os resultados
indicaram que ambas as subunidades, o e B, estdo envolvidas na ligacio com o
receptor de parede B(1-6)D-glucana. Defeitos na formacfio do canal iénico na
membrana foram conferidos a regides hidrofébicas localizadas na subunidade o

(ZHU & BUSSEY, 1991).

O primeiro estudo sobre a natureza da toxima “killer” foi reportado por
WOODS & BEVAN (1968), que descreveram a purificacio da tfoxina de
Saccharomyces cerevisiae por precipitagio com (NH,),50,, didlise e
cromatografia de filtragdo em gel- Sephadex G 150. Por este método atingiu-se
uma purificacdo da toxina de 40 vezes em relagcdo ao sobrenadante do meio de
cultura. Os autores relataram que a toxina “killer” provavelmente & adsorvida no

gel de Sephadex e o peso molecular ndo pode ser determminado por esta técnica.

PALFREE & BUSSEY (1979) relataram a purificagio da toxina “killer” de
S. cerevisige através da precipitaciio com polietileno glicol e cromatografia em
coluna de gliceril-CPG (pérolas de vidro, de porosidade controlada com radicais
gliceril). Fol verificada a diminuicio da atividade da toxina durante esta Gltima
etapa de purificagdio. A maior parte da toxina foi eluida, gradualmente, apés o
volume vazio da coluna e possivelmente houve mteragio entre a toxina e as cargas
negativas do vidro. A presenca de apenas uma banda foi constatada em
eletroforese SDS-PAGE e a massa molecular da toxina foi estimada em 11,47

kDa, como sendo um monbdmero.
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ZHU et al. (1987), utilizando a mesma metodologia anterior, mas
modificando a técnica cromatografica por filtracdo em gel de Sepharose CL-6B-
Pharmacia, purificaram a toxina “killer” da linhagem de 5. cerevisine Kl
T158¢/S14a até a homogeneidade, através de processo de duas etapas de filtracfio
em coluna. O meio de cultura livre de células foi concentrado ¢ purificado em
coluna de filtragio em gel Sepharose CL-6B equilibrada com tampao de acetato de
sodio. As fragdes contendo atividade foram dialisadas com tubos de capacidade de
retengdo de proteinas de 6000-8000 Da e concentradas com Aquacid II para a
remocio de agua. A preparagio foi redissolvida em tampédo Tris-HC1 0,1 M, pH
6,8 contendo 1% de SDS e aquecida a 100 °C por 3 minutos, e entfio, aplicada
novamente em coluna de Sepharose CL-6B equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,1
M contendo 0.1% de SDS. Os autores verificaram que a preparagdo de toxina
inativa obtida através deste método, mostrou-se homogénea através de SDBS-
PAGE. Os autores determinaram a séquéncia de aminoacidos carboxi terminal dos
dois polipeptidios da toxina “killer” K1 de S. cerevisiae através de
sequenciamento de proteina e andlise de aminodcidos. O aminodcido carboxi
terminal da cadeia P encontrado foi histidina (aa 316) e da cadeia o a alanina (aa

147).

A toxina de Saccharomyces cerevisiae linhagem 28 (KT28) fo1 concentrada
por nltrafiltracdo e purificada por cromatografia em coluna de troca ibmica de
Servacel celulose P23 (PFEIFFER & RADLER, 1982). A toxina apds a
purificagio permaneceu ativa. A eletroforese de SDS-PAGE ¢ a andlise de
aminoacidos indicou ser uma glicoproteina de massa molecular em torno de 16
kDa contendo 111 resfiduos de aminoédcidos. Esta toxina apresentou atividade
6tima em pH 5,0 e estabilidade ap6s 1 hora de tratamento a 40 °C e, portanto, bem

distinto das toxinas de Saccharomyces cerevisiae ja estudadas anteriormente.
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SCHMITT & RADLER (1987), estudando a natureza do receptor primario
de parede das células sensiveis a toxina produzida pela linhagem de
Saccharomyces cerevisiae K128, verificaram que se tratava de manoproteina,
distinto do receptor de parede & toxina K1, o qual é um glucano. A purificacéio
parcial desta toxina K'T28 foi realizada através de cromatografia de troca i6nica-S-
Sepharose (coluna trocadora de cation), onde o sobrenadante havia sido
concentrado inicialmente 1000 vezes através da ultrafiltracdo e dialise. Esta toxina
tinha sido purificada inicialmente por cromatografia de troca idnica em resina de
celulose P23 (PFEIFFER & RADLER, 1982), mas a purificagfo era dificultada
pelas variagdes na qualidade e capacidade desta coluna. Neste trabalho, portanto, a
resina de celulose P23 foi substituida por uma coluna de S-Sepharose, visto que
esta toxina se liga fortemente a esta resina trocadora de cations em condigdes de

pH 3,5 e elui mudando-se o pH para 5,5.

SCHMITT & RADLER (1989), continuando a mesma linha de pesquisa,
descreveram a purificagio da toxina KT28 através de cromatografia de
bioafinidade, utilizando manoproteina imobilizada no gel como receptor.
Resultados demonstraram que a presenca deste receptor ¢ essencial para a
separacfio. Esta técnica também pode ser utilizada para a purificagio da toxina
“killer” de Debaryomyces hansenii, a qual se liga na fracfio de manana da parede

celular de leveduras,

Uma nova toxina de S. cerevisiae, codificada por genes cromossomais, fol
purificada cerca de 80 vezes a partir do sobrenadante do meic de cultura (GOTO
et al., 1990a). A purificacio foi realizada por meio de cromatografia de filtra¢éo
em gel (TSKgel G3000SW- Tosoh), seguida de HPLC em coluna hidrofobica
(SynCropak propyl - SynCrom). A toxina purificada apresentou-se como uma

(nica banda em SDS-PAGE com massa molecular de 20 kDa.
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A toxina “killer” de Kluyveromyces lactis fot purificada 320000 vezes em
relagiio ao meio de crescimento. A toxina apresentou um rendimento de 24%
através de purificacio em coluna cromatografica de hidroxiapatita,
cromatofocalizacdo ¢ eletroforese de poliacrilamida. A proteina composta de pelo
menos duas subunidades apresentou peso molecular de cerca de 100 kDa. A pré-
purificagdo do sobrenadante concentrado em coluna de hidroxiapatita mostrou ser
um processo indispensavel, pois a cromatografia em coluna de Sephadex G50 nfo

foi eficaz (SUGISAKI et al., 1984).

A toxina de Candida SW-55 foi purificada por YOKOMORI et al. (1988b).
Inicialmente a toxina bruta foi eluida em coluna de troca-10nica- CM-Sepharose,
apresentando dois picos com atividade “killer” os quais foram designados de
toxina I e II. Estas foram recromatografadas em coluna de filtracBo em gel de
Sepharose CL-6B separadamente. As toxinas | e Il foram purificadas 20700 vezes
e 11100 vezes a partir do sobrenadante, respectivamente. Cada toxina purificada
apresentou marcadamente uma banda de glicoproteina com peso molecular de 36

kDa em gel de eletroforese SDS-PAGE.

RADLER et al. (1990) purificaram a toxina “killer” de Hanseniaspora
wvarum. O sobrenadante foi concentrado por ultrafiltracio e a toxina fol
posteriormente precipitada com etanol e eluida em coluna de troca-idnica. A
protefna ndo apresentou carboidratos em sua estrutura e a eletroforese de SDS-
PAGE indicou um peso molecular de cerca de 18 kDa. Os autores tambem
verificaram que o sitio primério de ligac@io desta toxina na parede celular das

leveduras sensiveis, € o B(1-6)D-glucana.

Toxinas “killer” de duas linhagens halofilicas de Hansenula anomala foram

purificadas por ultrafiltracdo, cromatogratia de {roca-idnica seguida de
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cromatografia de filtracio em gel (KAGIYAMA et al., 1988). O peso molecular
das toxinas foram estimados em cerca de 300 kDa por filtragio em gel Sepharose
CL-6B. Ambas sfo glicoproteinas e apresentaram pontos isoelétricos distintos, pH

2,9 e 3,6. A composi¢do aminoacidica também foi diferente.

KASAHARA et al. (1994a e b) punficaram a toxina “killer” HM-1
produzida por Hansenula wmrakii IFO.0895 que intbe o crescimenio de
Saccharomyces cerevisiae. O sobrenadante concentrado por ultrafiltracio foi pré-
purificado em coluna de Sephadex G50 e, posteriormente as fracdes, contendo a
proteina, foram eluidas em coluna 5P-2S8W (4,6 mm-~ 25 cm} da Tosoh, em tampéo
fosfato de sodio 25 mM pH 5,8 utilizando cromatogratfia liquida de alta pressdo. A

preparacio da toxina HM-1 mostrou-se homogénea em SDS-PAGE.

A toxing “killer” KP6 produzida por Ustilago maydis foi parcialmente
purificada por GINZBERG & KOLTIN (1994), a partir do meio minimo de
crescimento, através de cromatografia de troca-idnica- CM Sephadex C25, seguida
de cromatografia de filtragio em gel- Sephadex G50 e posteriormente eluida por
cromatografia liquida de alta press@io HPLC- coluna analitica de fase reversa C4
VYDAC., Esta toxina consiste de duas cadeias polipeptidicas o (8,6 kDaj ¢ B (9,1

kDa) sem ligagdes covalentes ou pontes de hidrogénio entre elas.

A toxina SMK (salt-mediated killer toxin), produzida pela levedura
halotolerante Pichia farinosa, foi purificada por precipitacdo do sobrenadante com
sulfato de amonio e cromatografia em coluna SP- e Butyl-Toyopearl. A
eletroforese revelou dois polipeptideos (4 kDa e 8 kDa) os quais nfo se encontram
ligados por pontes dissulfeto na estrutura ativa da toxina (SUZUKI & NIKKUNI,
19943,
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3. Materiais e Métodos

3.1. Linhagens

As leveduras utilizadas neste estudo, foram as linhagens “killer”
Saccharomyces cerevisiae Y500-4L ¢ Hansenula sp Y66-1, ambas isoladas por
NASCIMENTO em 1994 a partir de amostras de frutas, caldo e mosto de usinas
produtoras de alcool. Como linhagens sensiveis foram usadas as leveduras de
fermentos comerciais Fleischmann e Itaiquara, e a levedura “killer” padrio K11
Torulopsis glabrata ATCC 15126. As linhagens de leveduras padrdes “killer”

utilizadas neste estudo estio citadas na Tabela 1.

3.2. Meios de cultura

3.2.1. Extrato de levedura e malte (YM)

extrato de levedura 0,3%
extrato de malte 0,3%
peptona 0,5%
glicose 1,0%
acrescido ou ndo de agar 2,0%
3.2.2. YEPD-MB

extrato de levedura 1,0%
peptona 2,0%
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glicose 2,0%

acrescido ou ndo de dgar 2,0%

Apos esterilizaciio do meio a 121 °C por 15 minutos, adicionou-se 10 mi de
tampio citrato-fosfato 1M, pH 4,5 ¢ 1 ml de soluglo 1% de azul de metileno,

previamente esterilizados.

3.3. Teste preliminar

A atividade “killer” das leveduras foi detectada pelo método de WOODS &
BEVAN (1968) modificado, o qual se baseia no halo de inibi¢do de crescimento

da linhagem sensivel causado pela produgio de toxina pela linhagem “kaller”,

3.3.1. Inoculag&o das linhagens

As leveduras padrdes K1, K2, K3 e K11, os dois isolados (Y500-4L ¢ Y66-
1) e os fermentos Fleischmann e Itaiquara foram inoculados em 3 placas de petri
contendo meio YEPD-MB. A inoculagfio foi feita com alga de niquel cromo onde
a massa celular foi inoculada na forma de ponto. As placas foram incubadas por

48 horas a 25 °C.

3.3.2. Linhagens aspergidas

As leveduras usadas como sensiveis neste experimento foram os fermentos
Fleischmann e Itaiquara e a levedura padriio K11. As linhagens foram inoculadas
separadamente em 3 frascos Erlenmeyers de 125 ml contendo 50 ml de meio YM

Hquido € incubados por 48§ horas a 23 °C.
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Decorrido o periodo de incubacio, cada meio liquido fermentado foi diluido
10 vezes, sendo que 100 ml da suspensfio diluida fo1 transferida assepticamente
para frasco nebulizador estéril. Cada suspensdo foi aspergida sobre uma das 3
placas onde as linhagens a serem testadas haviam sido inoculadas. Neste estudo as
leveduras padrdes, os isolados e os fermentos comerciais foram testados
simultaneamente frente uns aos outros. As placas foram incubadas por mais 43

horas a 25 °C. Foram analisados a presenca ou auséncia de halo “killer” tipico.

3.4. Perfil de atividade “killer”
(Teste de reatividade cruzada frente a padroes “killer’)

3.4.1. Inoculacdo das linhagens

As leveduras padrdes K1 a K11 e os dois isolados (Y500-4L e Y66-1) foram
inoculados em 13 placas de petri contendo meio YEPD-MB. A inoculagiio foi feita
com alca de niguel cromo onde a massa celular foi inoculada na forma de ponto.

As placas foram incubadas por 48 horas a 25 °C.

3.4.2. Linhagens aspergidas

As leveduras padrdes Kla K11 e os dois isolados (Y500-4L e Y66-1) foram
inoculados separadamente em 13 frascos Erlenmeyers de 125 ml contendo 50 ml

de meio YM liquido e incubados por 48 horas a 25 °C.
Decorrido o periodo de incubagfo, cada meio liquido fermentado foi diluido

10 vezes, sendo que 100 ml da suspensfio foi transferida para frasco nebulizador

estéril. Cada suspensio foi aspergida sobre uma das 13 placas previamente
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moculadas com as leveduras a serem testadas; de modo que as leveduras padrdes e
os isolados fossem testados simultaneamente frente uns aos outros. As placas
foram incubadas por mais 48 horas a 25 °C. Foram analisadas a presenga ou

auséncia de halo “killer” tipico.

3.5. Extracdo e detecgdo de plasmidio de RNA fita dupla (dsRNA) das

leveduras “killer”

A extracio foi feita pelo método de GOTO et al. (1990b} modificado,

conforme descrito a seguir:

3.5.1. Extragdo do dsRNA

As linhagens padrdes K1, K2 e K3 ¢ os isolados YS00-4L e Y66-1 foram
crescidos por 48 horas a 25 °C, em meio liquido YEPD (= YEPD-MB sem azul de
metileno). Apds o crescimento, as células foram separadas por centrifugacdo a
4000 rpm por 6 minutos. Cada massa celular foi transferida para tubos eppendorfs
(1,5 ml) estéreis e lavada com 1 ml de EDTA 50 mM pH 8,0. Centrifugou-se
povamente, a 5000 rpm por 10 minutos em microcentrifuga, sendo descartado o
sobrenadante. A massa celular foi, em seguida, lavada com 600 ul de tamp@o de
extragio ( EDTA 25 mM + 1 % SDS + Tris-HCI 200 mM, pH 8,0 + 0,25 M NaCl).
Agitou-se, invertendo manualmente cada tubo eppendorf por 10 minutos. Os tubos
foram incubados em banho-maria a 60 °C por 1 hora. Centrifugou-se a 5000 rpm,
por 10 minutos, em microcentrifuga e transferiu-se o sobrenadante para outro tubo
eppendorf. O sobrenadante foi tratado diversas vezes com solugéio fenélica para
extracio de proteinas e outras impurezas como descrito a seguir. Adicionou-se 500
ul de fenol saturado em Tris-HCI e agitou-se invertendo manualmente por 30
minutos. Centrifugou-se a 10000 rpm por 5 minutos em microcentrifuga. A parte

superior foi transferida para outro tubo eppendorf e tratada novamente com 600 pl
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de fenol saturado em Tris-HCI. O tubo foi agitado manualmente por 10 minutos ¢
centrifugado mais uma vez, transferindo-se a parte superior para outro eppendorf.
A mesma operagio foi repetida utilizando-se 600 pl de fenol-cloroformio (1:1) e
600 pl de cloroférmio apenas. A parte superior foi transferida para outro tubo
eppendorf e adicionou-se isopropanol 1:1, agitando-se cerca de 20 vezes.
Centrifugou-se a 10000 rpm, por 5 munutos, em microcentrifuga. Eliminou-se a
fase liquida e verteu-se o tubo para secar. Posteriormente, as amostras foram

ressuspendidas em 50 ul de tampfo TE. Deixou-se durante 24 horas na geladeira.

3.5.2. Preparo do gel de agarose

Gel: agarose 1,0% dissolvida em tampao TAE (1X) .

Padriio molecular de bandas: 4 Hind IIL

Mistura: 20 ul de amostra + 4 pl de tamp8o de amostra para corrida (1X)
Condicdes de corrida: 75 Volts; 0,7 Amperes por 2 horas.

Corante: 3 pl da solugio de Brometo de etidio para 100 ml de agua destilada.

Corou-se por 20 minutos. O peso molecular das bandas foi estimado pela
regressio linear obtida a partir das distdncias percorridas pelos fragmentos do

lambda, pelo log de seus respectivos pesos moleculares.

3.5.3. Solugbes estoques usadas:

3.5.3.1. Tampa@o TAE (solugdo 50X)

Tris ~base 242 ¢
acido acético glacial 57,1 mi
EDTA 0,5M,pH 8,0 100 ml
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3.5.3.2. Tampéo TE

Tris -HC1 1M, pH 8,0 1 mi
EDTA 0,5 M, pH 8,0 0,2 ml
agua destilada (qg.s.p.) 100 ml

3.5.3.3. Solugéo para preparacdo da amostra {solugdo 6X)

azul de bromofenol 250 mg
ficoll 15¢
agua MilhQ 100 ml

3.5.3.4. Solucdo de Brometo de etidio a 1%

3.6. Capacidade de perda do fendtipo “killer”
{Teste de Cura)

3.8.1. Tratamento com cicloheximida ou fratamento térmico

O teste de Cura foi feito por cicloheximida e/ou temperatura; pelo método

de KITANO et al. (1984), conforme descrito a seguir:

As linhagens K1, Y500-4L e Y66-1 foram crescidas por 24 horas a 25 °C

em frascos Erlenmeyers de 50 ml contendo 10 ml de meio YM liguido. O meio

liguido fermentado foi diluido 100 vezes em tubo contendo 5 ml de 4gua destilada

estéril, obtendo-se 10° células por ml. Aliquotas de 10 pl de cada suspensio,

foram espalhadas em agar YM contendo ou 0,2 ppm de cicloheximida ou

incubadas em placas a 37, 38,5 e 40 °C (além do controle a 25 °C). Apos 3 dias,
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cada colénia foi transferida e incubada em dgar YM. Posteriormente, foram
transferidas para o 4gar YEPD-MB (replica plated), aspergindo-se a linhagem
senstvel Fleischmann ou K11 sobre a placa. Apos 48 horas a 25°C, as linhagens

curadas, que perderam a atividade “killer”, foram detectadas.

3.6.2. Regeneracgdo do fendtipo “killer”

A capacidade de regeneracio do fendtipo “killer” das colénias puras
isoladas durante o tratamento de “cura” da linhagem de 8. cerevisine Y500-4L a
40 °C e por cicloheximida, foi testada apds 5 meses de manutencio a 8 °C em
meio YEPD e com vaselina liquida estéril sobre o meio de cultura, como descrito
no item 3.3, utilizando-se a linhagem Fleischmann como linhagem sensivel. A
presenca de dsRNA nas linhagens curadas com tratamento térmico a 40 °C, curada

por cicloheximida e linhagem parental foi testada como descrito no item 3.5.

3.7. Produgdo da toxina “killer” bruta

As linbagens K1 e Y500-4L. foram crescidas por 36 horas a 25 °C em
frascos Erlenmeyers de 250 ml contendo 100 ml de meio liquido YEPD (sem azul
de metileno). As celulas foram separadas por centrifugacio a 1000 rpm, por 10

minutos a 4 "C.

3.7.1. Concentracdo

Os sobrenadantes foram concentrados por ultrafiltracio (unidade AMICON)

através de membrana YM 10 (reten¢fio acima de PM 10.000 Da) a 15°C, sob
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pressdo (0,36 kgf/om?®), Concentrou-se 10 vezes. As toxinas foram em seguida

esterilizadas em membrana de 0,45 pm.

3.8. Condicies otimas de atividade da toxina bruta

Os ensaios de pH e temperatura Otimos de atividade da toxina foram

determinados como descrito a seguir:

As amostras Kl e Y500-4L obtidas de acordo com o item 3.7., foram
diluidas em tampdo citrato-fosfato IM pH 3,5, 3,8, 41, 45, 49¢ 54
Aliquotas de 200 nl de cada amostra foram aplicadas em cilindros de ago inox
(100 mm de altura X 8 mm de didmetro X 6 mm de didmetro interno), dispostos
em placas com 10 ml de dgar YEPD-MB aspergidas com a linhagem sensivel
Fleischmann, cujo meio estava no mesmo pH da amostra (método de cilindros).
Foram feitas cinco placas de cada pH e incubadas a 8 , 16, 22, 25 ou 30 °C, por

48 horas.

3.9. Efeito do pH na estabilidade da toxina bruta

A amostra concentrada de Y500-4L obtida de acordo com ¢ item 3.7. foi
titulada com NaOH ou HC1 até atingiropH 2,0, 3,0, 3,5, 3,8, 4,1, 45,49,
54, 6,0, 7,0 ou 8,0. As aliquotas foram incubadas por 24 horas nas seguintes
condigBes: -10 °C, 8 °C e a 25 °C. Apés o perfodo de incubagfo, a atividade
“killer” foi medida pelo método de cilindros no pH 4,1 e temperatura de 25 °C,

ap6s 48 horas de incubagfo como descrito no item 3.8.

33



3.10. Termoestabilidade da foxina bruta

A amostra de toxina “killer” da linhagem de S cerevisiae Y500-4L
concentrada de acordo com o item 3.7, foi ajustada para pH 4,1. Aliquotas foram
incubadas nas seguintes condi¢des: 8 °C, 25°C, 30 °C e 40 °C. Amostras foram
retiradas em intervalos de 30 minutos, até 4 horas. A atividade “killer” foi medida
pelo método dos cilindros no pH 4,1 e temperatura de 25 °C, ap6s 48 horas de

mcubacgio como descrito no item 3.8,

3.11. Efeifo do tempo de incubacdo da linhagem de S. cerevisiae

Y500-4L na producdo 6tima de toxina “killer”

A linhagem Y500-4L foi crescida em meio liquido YEPD (sem azul de
metileno) a 25 °C . Triplicatas de 40 ml de meio de cultura fermentado, foram
analisadas ap6s 3, 9, 16, 21, 24, 27, 32, 40, 45 e 51 horas de crescimento. As
amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos. A atividade “killer” foi
medida pelo método de cilindros no pH 4,1 e temperatura de 25 °C, apos 48 horas
de incubaciio como descrito no item 3.8, A massa celular foi submetida a trés
lavagens sucessivas com 40 ml de dgua destilada nas mesmas condi¢bes de
centrifugacio descritas acima ¢ o crescimento do microrganismo foi determinado
pela massa seca ap6s 48 horas em estufa a 105 °C. O pH das amostras também foi

monitorado.
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3.12. Estudo do método de obtencdo da toxina “killer” do

sobrenadante do meio de cultura

Para o estudo da concentracio e recuperacio da toxina “killer” do
sobrenadante do meio de cultura, a linhagem de levedura S. cerevisice Y500-4L
fo1 moculada em frasco Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de meio liquido
YEPD (sem azul de metileno). Apos 24 horas de incubagfo a 25 °C, cinco porgdes
de 10 ml foram transferidos para 5 frascos Erlenmeyers de 250 ml contendo 90 ml
de meio liquido YEPD. Os frascos foram incubados sem agitagfio a 25 °C durante
24 horas., As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min a 4 °C. Os
passos subsequentes de precipitacBo € concenfracdo foram desenvolvidos em

temperatura baixa (8 °C). Alguns tratamentos foram estudados:

3.12.1. Precipitagédo da toxina “killer” com polipropileno glicol

Para o teste de precipitacdo da toxina “killer” do sobrenadante do meio de
cultura  com  polipropileno  glicol, usou-se a propor¢do 1:1 (v/v)
(sobrenadante:solucio 50% de polipropileno glicol em dgua destilada). A mistura
de 200 ml, foi incubada a 8 °C, por 24 horas ¢ em seguida centrifugada a 12000
rpm por 15 minutos. O precipitado foi entfo ressuspendido em 5 ml de tampéo
citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,1, e a atividade “killer” foi medida pelo método de
cilindros no pH 4,1 e temperatura de 25 °C, apds 48 horas de incubagio como

descrito no item 3.8.

3.12.2. Precipitacédo da foxina “killer” com etanol ou acetona

A obteng8o de toxina “killer” do sobrenadante do meic de cultura foi

testada com etanol ou acetona na proporgdo 2:1(v/v) {solvente:sobrenadante). O
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solvente previamente resfriado, foi adicionado a 100 ml de meio de cultura obtido
1o item 3.12. As amostras de 300 ml cada foram, logo em seguida, centrifugadas a
12000 rpm por 15 min. O precipitado foi entdo ressuspendido em 5 ml de tampdo
citrato-fosfato 0,1 M pH 4,1, e a atividade “killer” foi medida pelo método de
cilindros no pH 4,1 e temperatura de 25 °C, ap6s 48 horas de incubagfio como

descrito no item 3.8,

3.12.3. Precipitacdo da toxina “kifler” com sulfato de amdnio

Foram dissolvidas, cuidadosamente, 56 g de sulfato de aménio em 100 ml
do sobrenadante do meio de cultura (80% de saturacfio), com auxilio de um
agitador magnético. Apds 24 horas de repouso a 8 °C, a amostra foi centrifugada a
12 600 rpm por 15 min. O precipitado fo1 entdo ressuspendido em 2 ml de tampéo
citrato-fosfato 0,1 M pH 4,1, dialisado contra dgua (em membrana de celulose de
retencdo de proteinas matores que 12,4 kDa) durante 48 horas a 8 °C ¢ o volume
completado para 5 ml. A atividade “killer” foi1 medida pelo método de cilindros no
pH 4.1 e temperatura de 25 °C, ap6s 48 horas de incubagiio como descrito no item

3.8.

3.12.4. Concentragéo da toxina “killet” através de ullrafiifragdo

Uma aliquota de 100 ml de sobrenadante do meio de cultura foi concentrada
por ultrafiltracio (unidade AMICON} a 8 °C através de membrana YMI0
(capacidade de retencfo de acima de 10 kDa). A atividade “killer” foi medida pelo
método de cilindros no pH 4,1 e temperatura de 25 °C, ap6s 48 horas de incubaciio

como descrito no ifem 3.8.
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3.13. Purificacdo da toxina “killer” de S. cerevisiae Y500-4L

3.13.1. Produgéo da toxina “killer” extracelufar

A linhagem de levedura “killer” Y500-4L, para a produciio da toxina
extracelular, foi inicialmente moculada em 100 ml de meio liquido YEPD (sem
azul de metileno) e crescida a 25 ° C durante 24 horas. Inoculou-se 10% deste pré-
inéculo, em 2 frascos Erlenmeyers com 300 ml de YEPD. Os frascos foram
incubados sem agitagfio a 25 °C durante 24 horas. Em seguida as células foram
removidas por centrifugacio a 5000 rpm, por 10 min., a 4 °C. Este e os passos

subsequentes foram desenvolvidos em temperatura baixa.

3.13.2. Concentragdo da toxina "killer”

O sobrenadante do meio de cultura foi filtrado em membranas Millipore de
0,45 ¢ 0,22 um sucessivamente, sob pressdo. A amostra de 660ml foi concentrada
por ultrafiltracio utilizando a vnidade de ultrafiliragio MINITAN (Millipore) com
membrana com capacidade de retengdo de moléculas maiores que 10 kDa, sob
pressiio de 60 Kpa a 23 °C. O concentrado (aproximadamente 36 ml) foi

novamente esterilizado em membrana de 0,45 um e armazenado a -10 °C.,

3.13.3. Furificagdo da toxina “killer”

A toxina “killer” for purificada por cromatografia de filtragfio em gel de
Sepharose 6B (Pharmacia), como descrito por ZHU et al, 1987. O gel foi
equilibrado com tampio acetato de s6dio 50 mM, pH 4,7. Uma amostra de 20 ml
da toxina concentrada obtida pelo item 3.13.2., fo1 aplicada na coluna de 2,5 x 35
cm, mantida a 8 °C. Fragdes de 3 ml foram coletadas na vaziio de 0,2 ml/min, O

curso da eluigfio das proteinas foi acompanhado pela medida da absorbincia a 280
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nm no espectrofotdbmetro Beckman DU-70. As fragbes que apresentaram
absorbincia neste comprimento de onda, foram analisadas quanto a atividade da
toxina “killer” em pH 4,1 e temperatura de 25 °C, apds 48 horas de incubacio
como descrito no item 3.8. As aliquotas que apresentaram atividade foram
concentradas novamente por ultrafiltracio em membrana AMICON YMI10
(capacidade de retengdo de proteinas maiores que 10 kDa) até 20 ml. Essa amostra

fo1 eluida mais uma vez na mesma coluna de Sepharose 6B.

3.14. Determinacéo do Peso Molecular da toxina “killer”

3.14.1. Filtragdo em gel Sephadex G-100.

O peso molecular da toxina “killer” produzida pela linhagem de S.
cerevisiae Y500-4L foi estimado por filtracio em gel Sephadex G-100, utilizando-
se coletor de fracbes com registrador automatico da marca ISCO. O gel foi
equilibrado em tampfo Tris-HCl 0,05 M, pH 7,5 contende KCl1 0,IM
(WHITAKER, 1963). Foram dissolvidas 8§ mg, 6 mg ¢ 20 mg, respectivamente,
das proteinas citocromo C (12,4 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa} ¢ albumina
bovina {66 kDa), todas padrdes de peso molecular de gel filtragio SIGMA MW-
GF 200, em 2 ml do tampio Tris-HCl contendo 5% de glicerol. A mistura foi
eluida em coluna de 2,5 X 85 cm, utilizando-se como frente de elui¢do 10 mg de
Blue Dextran 2.000 diluido no tampgo Tris-HCl com 5% de glicerol. Uma amostra
de 5 mi da toxina “killer” purificada de acordo com o item 3.12.3. contendo 1,13
myg de proteina, foi eluida na mesma coluna, todos na vazio de 0,16 ml/min.
Fragdes de 3 ml foram coletadas e monitoradas a 280 nm no espectrofotdbmetro
Beckman DU-70. O peso molecular da proteina “killer” foi estimado pela

regresséo lmear obtida a partir da curva de calibracfio Ve/Vo (volume de eluigio
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das proteinas padrdes/volume vazio o qual € o volume de eluico do Blue

Dextran) X log do peso molecular destas proteinas.

3.14.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida - (SDS-PAGE)

A eletroforese da toxina “killer” foi realizada de acordo com o
procedimento descrito por LAEMMLI (1970), utilizando-se gel de separagio 12%
e gel de concentragio 5% de acrilamida. A eletroforese foi conduzida a
temperatura ambiente, em cuba vertical, sistema Mini Protean II-BIORAD,
empregando-se corrente de [120V], 20mA, 2W/placa de gel, por 1 hora. Foram
aplicados 57 pg de amostra e utilizadas as proteinas padrdes (2 jul)-padrdo SIGMA
SDS6: albumina bovina 66 kDa, albumina de ovo 45 kDa, Tripsinogénio 34,7
kDa, Pepéina 20 kDa, Lactoglobulina 18,4 kDa, Lisozima 14,3 kDa. Utilizou-se o

corante Coomassie Blue G250 para a coloragéo das proteinas.

3.15. Caracterizagéo da toxina “killer” purificada

A toxina “killer” de Y500-4L, purificada de acordo com os procedimentos

descritos no item 3.13. foi utilizada para o estudo de pH de estabilidade e

termoestabilidade.

3.15.1. Efeito do pH na estabilidade da toxina

A toxina purificada foi incubada a -10 °C durante 24 horas nos seguintes

valores de pH 2,0, 3,0, 3,5, 3,3, 4,1, 4,5, 49, 54, 6,0, 7,00u 8,0. Apos
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o periodo de incubagdo, o pH das aliquotas for ajustado para 4,1 ¢ a atividade

residual da toxina “killer” foi determinada como descrito no item 3.9,

3.15.2. Efeito da temperatura na estabilidade da toxina

A toxina parcialmente purificada foi ajustada para pH 4,1 ¢ as aliquotas
foram incubadas a 8 °C, 25 °C, 30 °C e 40 °C. As amostras foram retiradas em
intervalos de 30 munutos até 4 horas, e a atividade residual determinada como

descrito no item 3.10.
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4. Resultados e Discussao

4.1.Teste preliminar de atividade “killer”

Em teste preliminar, verificou-se que a linhagem de Saccharomyces

*

cerevisicge Y500-4L apresentou alta atividade “killer” contra os fermentos
Fleischmann e Itaiquara, mostrando assim vantagem seletiva sobre linhagens
comerciats. Também apresentou atividade “killer” contra a linhagem Torulopsis
glabrata ATCC 15126, produtora de toxina “killer” K11. Esta uiltima, foi capaz de
matar as leveduras Fleischmann e Itaiquara. A linhagem de Hansenula sp. Y66-1
nio foi capaz de matar as leveduras comerciais Fleischmann ¢ Ifaiquara,
possuindo atividade “killer” apenas frente a linhagem “killer” padriio K11, usada
neste caso como sensivel. A linhagem K1 (S. cerevisiae KL88) foi capaz de matar
as leveduras Fleischmann e Itaiquara com menor intensidade que a linhagem S
cerevisine Y500-4L. J4 as linhagens padrbes K2 (S. diastaticus NCYC 713) e K3
(S. capensis NCYC 761) mataram apenas a levedura Itaiquara, mas ndo mostraram
atividade “killer” contra a levedura Fleischmann e o padrio K11 (Tabela 2). A

atividade “killer” foi evidenciada através do halo de inibigio de crescimento da

levedura sensivel em torno da levedura “killer” (Figura 1).

4.2. Perfil de atividade “killer”

As linhagens foram avaliadas quanto a atividade “killer” que possuiam
frente umas as outras como descrito no item 3.4. A Tabela 3 mostra que a

linhagem de S. cerevisiue Y500-4L, matou as leveduras padrdes “killer” K2 (5.
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diastaticus NCYC 713), K4 (Candida glabrata NCYC 388) e K11 (Torulopsis
glabrata ATCC 15126). Mostrou ser sensivel as toxinas produzidas pelas
leveduras padrdes “killer” K8 (Hansenula anomala NCYC 435}, K9 (Hansenula
mrakii NCYC 500), K10 (Kluyveromyces drosophilarum NCYC 575) e Kll
(Torulopsis glabrata ATCC 15126). A linhagem de S. cerevisiae Y500-4L
mostrou-se neutra as linhagens K1 (8. cerevisiae KL88), K2 (5. diastaticus NCYC
713), K3 (S. capensis NCYC 761), K4 (Candida glabrata NCYC 388), K5
(Debaryomyces vanrijf NCYC 577), K6 (Kluyveromyces marxianus NCYC 587),
K7 (Pichia membranaefaciens NCYC 333) e Hansenula sp Y66-1. Cada linhagem

*killer” foi imune a aclo de sua propria toxina.

Segundo NASCIMENTO (1994), a linhagem S. cerevisize Y500-4L
apresentou atividade “killer” confra as linhagens K2, K3, K4, K5, Fleischmann e

Itaiquara, o que esta de acordo com os resultados obfidos neste trabaiho.

A linhagem YS00-4L, apresentou perfil de atividade “killer” similar a
linhagem padriio K1. Entretanto, a linhagem Y500-4L apresentou um perfil de
sensibilidade diferente em relacio a linhagem padrdo K1. A Tabela 3 mostra que a
linhagem Y500-4L foi morta por K8, K9, K10 e K11, enquanto que a linhagem
“killer” padriio K1, foi morta pelas linhagens K2, K3, K5, KR, K9, K10 e K11.
Desta forma, a linhagem Y500-4L, nfio pode ser classificada como levedura
“killer” K1. O perfil de atividade das linhagens utilizadas neste estudo ndo pode
ser comparado com a classificaciio proposta por YOUNG & YAGIU em 1978,
visto que algumas linhagens padrdes “killer” foram diferentes e as condigGes

experimentais de pH e temperatura também niio foram iguais.

42



As placas aspergidas com as linhagens K3 e K5 (utilizadas como sensiveis)
nio cresceram de forma adequada, nfio tendo sido possivel verificar o halo de

mibig8o das coldnias inoculadas, nas condi¢des experimentais.

4.3. Extracéo e deteccdo de plasmidio de RNA fita dupia (dsRNA) nas

feveduras “killer”

A extracdo e detecgfio de dsRNA das leveduras “killer” foi realizada como

descrito no item 3.5.

A Figura 2 mostra que as leveduras S. cerevisiae padrbes “killer” K1, K2,
K3 apresentaram duas espécies de dsRNA (I e M-dsRNA) como descrito por
YOUNG & YAGIU (1978). As linhagens K1, K2 ¢ K3 apresentaram L-dsRNA de
5,0 Kb; a linhagem K1 apresentou M1-dsRNA de 1,8 Kb enquanto que as
linhagens K2 e K3 mostraram M2 e M3-dsRNA de 1,4 Kb aproximadamente
{Tabela 4).

A Imhagem “killer” §. cerevisiae Y500-4L apresentou L-dsRNA de 5,0 Kb,
porém, ndo apresentou M-dsRNA, sendo similar as linhagens de S. cerevisiae
isoladas de vinicolas japonesas por KITANO et al. (1994), que apesar de

apresentarem atividade “killer” ndo possuiam plasmidio de M-dsRNA.

Segundo FIELD et al. (1982), o plasmidio de L-dsRNA de leveduras do
género Saccharomyces apresenta cerca de 4,8 Kb e 0o M1-dsRNA cerca de 1,9 Kb.
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Segundo a revisdio feita por WICKNER em 1992, varios autores relataram
que o L-dsRNA e o M-dsRNA de leveduras Saccharomyces cerevisiae possuem
cerca de 4,6 Kb ¢ 1,0-1,8 Kb, respectivamente. BROWN et al. (1994} também
citaram que o plasmidio L-dsRNA e M1-dsRNA de §. cerevisiae, apresentam

cerca de 4,6 Kb ¢ 1,8 Kb, respectivamente.

A Figura 2 também ilustra que a linhagem Hansenula sp. Y66-1 ndo
apresenta L-dsRNA nem M-dsRNA ¢ mostra somente DNA total. De acordo com
KAGIYAMA et al. (1988), o carater “killer” de leveduras Hansenula € codificado

por gene cromossomal.

4.4. Cura do fenaotipo “killer”

4.4.1. Tratamento com cicloheximida ou tratamento térmico

O teste de cura do fenotipo “killer” ou perda da atividade “killer” foi
realizado como descrito no item 3.6.1. A levedura Fleischmann foi ufilizada como
sensivel para verificar a perda do fenotipo “killer” das lmnhagens 5. cerevisiae
KI.88 (padrio K1) e S. cerevisiae Y500-41L, enquanto que a levedura padriio K11
Torulopsis glabrata, foi empregada como linhagem sensivel nos testes de perda
do fendtipo “killer” da linhagem Hansenula sp Y66-1 porque esta tltima nfio mata

a linhagem Fleischmann.

A Tabela 5 ilustra que a levedura padrio “killer” K1 foi1 curada apos
fratamento térmico a 37 e 38,5 °C, sendo obtido respectivamente 75% ¢ 95% de
cura, O aumento da temperatura de 37 °C para 38,5 °C resultou em aumento da

porcentagem de cura, ¢ que era esperado tendo em vista que a levedura padrio

44



“killer” K1 possui plasmidios L ¢ M-dsRNA. A Figura 3A mostra gue a levedura
“killer” K1 perdeu a capacidade de matar a levedura sensivel, ou seja foi curada,
apos tratamento a 38,5 °C. A levedura nfio cresceu na presenga de 0,2 ppm de

cicloheximida e nem a 40 °C.

A linhagem de S. cerevisiaze Y500-4L apresentou maior resisténcia a
cicloheximida do que a linhagem de S. cerevisiae “killer” K1. Foi obtido 55% de
cura do fenotipo “killer”, apos tratamento da linhagem Y500-4L com 0,2 ppm de
cicloheximida. A linhagem também mostrou maior resisténcia a temperatura do
que K1 e Hansenula sp. Y66-1. A linhagem Y500-4L ndo foi curada apos
tratamento de 37 °C e 38,5 °C (Figura 3B ¢ 4) e apresentou 40% de cura em
temperatura de 40 °C (Tabela 5). Apés tratamento da linhagem Y500-4L a 40 °C
ou cicloheximida, o crescimento foi lento (depois de 5 dias) sendo obtido colonias

pequenas em ambos 08 €asos.

As linhagens “killer” de S. cerevisiae Y-6 ¢ Y-9 descobertas por KITANO
et al. (1984), as quais nfo possuem o plasmidio M-dsRNA como a linhagem JS.
cerevisiae Y500-4L, também foram tratadas com 0,2 ppm de ciclohexinmuda e
crescidas em temperaturas elevadas (40 °C). Ambas nfio apresentaram cura apoés 3

dias de crescimento no tratamento com cicloheximida nem a 40 °C.

A linhagem Hansenula sp Y06-1 ndo foi curada apds tratamento com 0,2
ppm de cicloheximida {Tabela 5 ¢ Figur’a 5). O carater “killer” de leveduras do
género Hansenula é codificado por genes cromossomais € ndo ha perda do
fendtipo apds tratamento térmico ou com reagentes como cicloheximida
(KAGIYAMA et al, 1988). A linhagem Y66-1 nfio crescen em temperatura

supertor a 37 °C.
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4.4.2. Regeneragéo do fenodtipo

O estudo de regeneraciio do fendtipo “killer” das colonias de 5. cerevisiae
Y500-4L curadas apds tratamento térmico a 40 °C ou por ciclocheximida, foi

realizado como descrito no item 3.6.2.

A coldnia tratada por temperatura alta apresentou regeneragdo, voltando a
possuir o fendtipo “killer”. Entretanto a produgfio da toxina foi menor comparada
a linhagem “killer” original. Em contraste, as colonias curadas com cicloheximida
nio mostraram regeneragio do fendtipo “killer”. A Figura 6 ilustra estes

resultados.

A deteccio de dsRNA das culturas curadas com tratamento térmico a 40 °C
ou cicloheximida e a linhagem parental, foi testada como descrito no item 3.5. A
espécie L-dsRNA de maior peso molecular foi detectada nas trés culturas de
microrganismos examinadas, mas nfo foi detectado o plasmidio “killer” M-
dsRNA no gel de agarose. A linhagem de S. cerevisizge Y500-4L mostrou
resisténcia a cura por tratamento térmico mas ndo por tratamento com
cicloheximida. Este resultado sugere que a produgdo da toxina na linhagem Y500-
41, ¢é diferente das linhagens “killer” padrdes de leveduras do género
Saccharomyces, no qual a toxina “killer” € codificada por plasmidio M-dsRNA. E
muito similar & linhagem S. cerevisize Y-9 descoberta por KITANO et al. (1984),
que nfio apresenta M-dsRNA ¢ mostra resisténcia a cura por tratamento com
cicloheximida e incubagfic em temperatura alta. O gene “killer” desta linhagem Y-
9 foi descrito como codificado por DNA cromossomal sendo que um gene
designado KHR foi encontrado no cromossomo IX e outro, designado KHS, no

cromossomo V (GOTO et al., 1990a).
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BOONE et al. (1990) verificaram que é possivel inserir genes que codificam
a toxina K1 no genoma de leveduras “killer” classificadas como K2. Os autores
integraram os genes no cromossomo da levedura K2 e demonstraram sua maior

estabilidade em relacéio a genes presentes em plasmidios.

4.5. Condigées 6timas de atividade da toxina “killer” bruta

O estudo do pH ¢ da temperatura 6tima de atividade da toxina “killer” fol

determinada como descrito no item 3.8.

A Figura 7 ilustra que a atividade méxima da toxina “killer” de S. cerevisiae
Y500-4L foi verificada em pH 4,5 a 22 °C ¢ a Figura 8B mostra que a toxina da
linhagem Y500-4L apresenta maior atividade do que a toxina da linhagem padrio

K1 S cerevisioe KL88. Esta Qitima apresentou maior atividade em pH 4,1.

Na temperatura de 25 °C és toxinas da linhagem Y500-4L e do padrio Kl
apresentaram maior atividade em pH 4,1, como ilustrado na Figura 8C. Na
temperatura de 30°C, a toxina de Y500-4L apresentou baixa atividade “killer” em
meio solido, sendo observado maior atividade em pH 3,5 enquanto gue a toxina de

K1 ndo mostrou atividade na faixa de pH 3,5-5,4 (Figura 8D).

Observou-se que na temperatura de 16 °C a toxina de Y500-4L atuou em
faixa mais ampla de pH 3,8-4,9. Nesta temperatura, a linhagem sensivel
Fleishmann aspergida sobre o meio de cultura mostrou menor crescimento do que
a 22 °C e 25 °C (Figura 7 e 8A). A incubacdo a 8 °C (geladeira) ndo foi adequada
para se avaliar a atividade das toxinas, visto que a levedura sensivel Fleischmann

nio cresce o suficiente para visualiza¢do dos halos de inibigéo.
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Nos experimentos de atividade “killer” da linhagem Y300-4L foram
utilizadas as condigdes de pH 4,1 ¢ temperatura de 25 °C de incubagiio por 48
horas. A temperatura de 25°C foi escolhida devido & disponibilidade de
equipamentos de uso comum no laboratério e também para a comparacdo dos
resultados descritos por KITANO et al. (1984), GOTO et al. (1991) ¢
NASCIMENTO (1994).

MAULE & THOMAS (1973) relataram que as toxinas “killer” de leveduras
de mosto de fermentacdio de cerveja, em que havia ocorrido a morte da cultura

usada como fermento (ale e lager), mostraram-se altamente ativas em pH 3,8 - 4,2.

PFEIFFER & RADLER (1984) relataram que a toxina da linhagem S.
cerevisicge K1 (D387-2A) apresentou atividade 6tima em pH 4,7, enguanto que as
toxinas das linhagens “killer” §. cerevisiage K2 (NCYC 738, NCYC 396 ¢ NCYC
399), mostraram atividade Otima na faixa de pH 4,2-4,7. A toxina “killer” da
linhagem S. cerevisiae 28 diferente das toxinas de S. cerevisiae descritas, mostrou
atividade em pH 5,8, As toxinas “killer” de Candida crusei 392, Pichia

Jfermentans 394 e P. fermentans 395 mostraram atividade étima em pi 4,2.

A toxina “killer” de Kluyveromyces lactis apresentou atividade otima pa

faixa de pH de 4,4 2 5,8 (WILSON & WHITTAKER, 1989).

4.6. Efeito do pH na estabilidade da toxina bruta

O efeito do pH na estabilidade da toxina bruta foi determinado como

descrito no item 3.9. A Figura 9 ilustra os resultados.
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A toxina apresentou estabilidade méxima na faixa de pH 3,8 a 4,5 e reteve
80% de atividade na faixa de pH de 2,0 a 3,5, apos 24 horas de congelamento a
-10 °C (freezer). Na temperatura de 8 °C (geladeira), a toxina reteve
aproximadamente 50-60% da atividade apo6s 24 horas de incuba¢@io na faixa de pH
2,.0 a 5,4. Na temperatura de 25 °C a toxina reteve cerca de 35% de atividade apos
24 horas de incubacdio na faixa de pH 2,0 a 4,5. A toxina foi completamente
inativada em pH igual ou superior a 6,0 nas temperaturas de 8 °C e -10 °C; ¢ em
pH 5,4 ap6s 24 horas de incubag8o a 25 °C. Na faixa de pH 6,0 a 8,0 a toxina foi
inativada, comprovando assim sua instabilidade em pH mais alcalino. A toxina
“killer” de 8. cerevisine Y500-4L deve ser armazenada na faixa de pH 3,8 a 4,5

em freezer (-10 °C) para evitar a desnaturagfo.

SHIMIZU et al. (1985) relataram que toxinas “killer” de S cerevisiae,
leveduras de vinho classificadas como K2, mostraram ser estiveis na faixa de pH
2,9 a 4,9, ap6s 8 horas de incubag@io a 6 °C. Em pH 5,0, a estabilidade das toxinas

diminuin, e nenhuma atividade foi verificada em pH 5.4.

A toxina “killer” de Saccharomyces € reversivelmente inativada em pH 2,0
e irreversivelmente inativada em pH superior a 5,0. (PETERING et al., 1991,
citado por BENITEZ et al., 1996).

4.7. Termoestabilidade da toxina bruta

O estudo referente & influéneia da temperatura na estabilidade da toxina

bruta de S, cerevisige foi realizado de acordo com o item 3.10.
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A toxina “killer” de Y500-4L se manteve estivel apds 4 horas de incubagéo
a 8 °C (geladeira) e a 25 °C, em pH 4,1. Na temperatura de 30 °C, a toxina reteve a
atividade “killer” apés 1 hora de incubagfo, entretanto, perden 50% de atividade
no periodo de 2 horas e 30 minutos até 4 horas em pH 4,1. A toxina perdeu 80%
de atividade apds 30 minutos de tratamento a 40 °C em pH 4,1. A Figura 10 ilustra

os resultados.

WOODS & BEVAN (1968) verificaram que a toxina “killer” produzida por
leveduras do género Saccharomyces era inativada a 38 °C nos primeiros 30

minutos de incubacgio.

SHIMIZU et al. (1985) observaram que a estabilidade das toxinas “killer”
produzida por linhagens de Saccharomyces cerevisiae, isoladas de vinho, diminuia
com o aumento da temperatura, Os autores verificaram que as toxinas eram
estdveis a 6 °C e ocorria apenas uma pequena perda quando incubadas a 20 °C,
apbs 10 dias. A 30 °C, o declinio era mais acentuado sendo que a 48 °C havia uma
perda total da atividade apds 30 mimutos de incubagdo do meio de cultura

fermentado.

4.8. Efeito do tempo de incubacdo da linhagem Saccharomyces

cerevisiae Y500-4L na producéo 6tima de toxina “killer”

A determinacdo do tempo de incubagdo da linhagem S. cerevisiae Y500-4L

para a produgdo 6tima de toxina “killer” foi realizada de acordo com o item 3.11.
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A Figura 11 mostra a relagio entre tempo de fermentagfio, alteragio de pH

do meio de cultura, crescimento do microrganismo ¢ produgio da toxina “killer” a

25°C.

A produgdo da toxina atingiu a atividade méxima (halo de 5 mm de
didmetro) apés 24 horas de incubagdo, coincidindo com o final da fase
exponencial de crescimento. Houve uma pequena diminui¢do do pH do meio nas

primeiras 16 horas de fermentagfio, mantendo-se constante até as 51 horas finais.

4.9 FEstudo do método de obtencdo da toxina “killer” do

sobrenadante do meio de cultura

O estudo da extracio da toxina “killer” do sobrenadante do meio de cultura

foi realizado como descrito no item 3.12.

A ultrafiltracio a baixa temperatura (8 °C), utilizando-se membrana de
capacidade de retengiio de proteinas maior que 10000 Da, foi o methor método de

extracio da toxina “killer” do sobrenadante do meio de cultura.

As preparaghes de toxina obtidas por precipitagio como polipropileno
glicol, etanol e sulfato de amdnio apresentaram atividade “killer” como ilustrado
nas Figuras 12 e 13. A preparagio de toxina obtida por precipitagio com etanol
apresentou maior atividade “killer” do que as preparagdes obtidas por precipita¢io
com polipropileno glicol e sulfato de aménio, no entanto, apds congelamento €

posterior elui¢do na coluna de Sepharose 6B, ndo foi detectada atividade “killer”
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nas fraces eluidas. A preparaciio obtida através de precipitagdo com acetona, ndo

apresentou atividade “killer” (Figura 12).

WOODS & BEVAN (1968) utilizaram sulfato de amonio para precipitar a
toxina “killer” antes de ser eluida em coluna de filtragdio em gel. Os autores
verificaram que o fracionamento com sulfato de aménio, nfio foi muito estavel
mas que podia ser estabilizado pela ressuspensdio em um diluente contendo

gelatina ou outras proteinas.

PALFREE & BUSSEY (1979) precipitaram a toxina “killer” com
polipropileno glicol 30%, entretanto, a purificacio nfio foi adequada. Mas ZHU et

al. (1987) conseguiram resultados satisfatérios com este método de precipitagdo.

Alguns autores utilizaram a ultrafiltragdo para concentrar a toxina “killer” a
partir do meio de cultura (SCHIMITT & RADLER, 1989; GOTO et al,, 1990a;
KAGIYAMA et al., 1988 entre outros). RADLER et al. (1990), apds concentrarem
o sobrenadante por ulirafiltragiio, utilizaram etanol para precipitar a toxina antes

de eluir pela coluna cromatografica.

4.10. Purificagdo da toxina “killer” de S. cerevisiae Y500-4L

A toxina “killer” da linhagem S. cerevisiae Y500-4L, foi purificada através
de dois fracionamentos sucessivos em coluna de gel de Sepharose 6B como
descrito no item 3.13. A Figura 14 ilustra o segundo fracionamento da toxina

“killer” em coluna de gel de Sepharose 6B. A Tabela 6 ilustra que a toxina foi
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purificada 215 vezes ap6s ultrafiltracio em membrana YMIO e dois

fracionamentos em coluna de gel Sepharose 6B.

ZHU et al. (1987) purificaram a toxina “killer” da linhagem §. cerevisiae
T158¢/S14a, até a homogeneidade, através de duas etapas de filtragdio em colunas
de gel Sepharose CL-6B. Na primeira etapa os autores utilizaram coluna de
Sepharose CL-6B equilibrada em tamp@o acetato de sédio. As fragdes contendo a
toxina foram dialisadas, concentradas e tratadas com tampdo Tris-HCI 0,1M, pH
6,% contendo 0,1% SDS. Os autores obtiveram a toxina purificada e inativa apos

fracionamento em segunda filtragio em coluna de gel de Sepharose CL-6B.

4.11. Determinagéo do Peso Molecular da toxina

O peso molecular da toxina “killer” da linhagem de 5. cerevisiae Y500-4L,
foi estimado através de filtracio em gel Sephadex G-100 e eletroforese em gel de
SDS- poliacrilamida de acordo com o método descrito no item 3.14. As Figuoras
15A e 15B ilustram respectivamente a elui¢io das protefnas padr@es e da amostra
em coluna de gel Sephadex G-100 e a relagiio entre V/Vo e log PM. A Figura 16
ilustra a representacio grafica da eletroforese da toxina “killer” de Y500-4L em

SDS-PAGE.

O peso molecular da toxina “killer” foi estimado em 43 kDa atraves de
filtracio em gel Sephadex G-100 e, na eletroforese da toxina “killer” em SDS-
PAGE, foi observada somente uma banda de proteina de peso molecular entre 18-
20 kDa. Estes resultados indicam que a toxina “killer” pode ser constituida de
duas subunidades. Ndo fol possivel registrar a eletroforese da toxina “killer” em

SDS-PAGE em copia fotografica nem por densitometria, uma vez que a banda da
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toxina “killer” corada com Coomassie Brilliant Blue G250 desapareceu de um dia
para o outro. Na continuacfio do trabalho, este experimento sera repetido. O peso
molecular da toxina “killer” da linhagem S. cerevisine Y500-4L, estimado por
SDS-PAGE ¢ similar ao peso molecular da toxina “killer” produzida pela
linhagem S. cerevisiae n® 111 (KHR), codificada por genes cromossomais,

estimado em 20 kDa por SDS-PAGE (GOTO et al,, 1990a),

ZHU et al. (1987) estimaram o peso molecular da toxina “killer” da
linhagem S. cerevisize T158¢/S14a (K1) em 20,658 kb, através da anilise da
composicio de amino4cidos da toxina purificada. Estes dados foram consistentes
com o sequenciamento do gene da pré-toxina onde as subunidades o e B

consistem dos residuos de aminodcidos 45-147 e 234-316 respectivamente.

Em 1979, PALFREE & BUSSEY purificaram a toxina “killer” de S.
cerevisiae e detectaram a presenga de apenas uma banda em SDS-PAGE. O peso

molecular do mondmero da toxina “killer” foi estimado em 11,47 kDa.

A toxina “killer” de S. cerevisinge 28 (KT28) foi descrita como uma
glicoproteina de massa molecular em torno de 16 kDa estimado por SDS-PAGE

(PFEIFFER & RADLER, 1982).

Outros géneros de leveduras apresentaram toxina “killer” de peso molecular
variando de 18 até 300 kDa. A toxina “killer” de Kluyveromyces lactis, descrita
como uma proteina de pelo menos duas subunidades, apresentou peso molecular
de cerca de 100 kDa estimado por SDS-PAGE (SUGISAKI et al., 1984). A
levedura de Candida SW-55 apresentou duas toxinas “killer” de PM estimado em
36 kDa por SDS-PAGE (YOKOMORI et al., 1988b). O peso molecular da toxina
“killer” de Hanseniaspora uvarum foi estimado em 18 kDa (RADLER et al.,
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1990) por SDS-PAGE, enquanto que as toxina “killer” de linhagens halofilicas de
Hansenula anomala apresentou PM de cerca de 300 kDa, determinado por
cromatografia em coluna de filtragdio em gel Sepharose CL-6B. A toxina “killer”

purificada da levedura halotolerante Pichia farinosa apresentou dois polipeptidios

de PM estimado em 4 kDa ¢ 8 kDa através de eletroforese de SDS-PAGE.

4.12. Caracterizagdo da toxina “killer” purificada

A toxina “killer” purificada foi estudada quanto ao efeito do pH e da

temperatura na sua estabilidade, como descrito no item 3.15,

4.12.1. Efeito do pH na estabilidade da foxina

O efeito do pH na estabilidade da toxina foi determinado como descrito no

ttem 3.15.1.

Os resultados foram semelhantes aos obtidos para a toxina bruta incubada a
.10 °C. A toxina purificada apresentou estabilidade maxima na faixa de pH 3,8 a
4,5 e reteve 80% de atividade na faixa de pH 2,0 a 3,5 apos 24 horas de
congelamento a -10 °C. A toxina foi totalmente inativada em pH igual ou superior

a 5,4 apos 24 horas de congelamento a -10 °C (Figura 17).

4.12.2. Efeito da temperatura na estabilidade da toxina purificada

O efeito da temperatura na estabilidade da toxina, foi realizado como

descrito no item 3.15.2.
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A toxina “killer” de S. cerevisiae Y500-4L purificada (Figura 18) mostrou-
se mais termosensivel do que a preparacio bruta (Figura 10). A toxina “killer”
purificada mostrou-se estdvel apés 1 hora e 30 minutos e reteve 70% da atividade
ap6s 2 horas ¢ 30 minutos em pH 4,1 a 8 °C, sendo completamente inativada apos
3 horas nas condices descritas acima. Ap6s 30 minutos de incubagio a2 40 °C, a

toxina perdeu 80% da atividade sendo totalmente inativada apos 1 hora.
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5. Conclusodes

e A linhagem “killer” de Saccharomyces cerevisize Y500-AL, previamente
isolada de mosto de usina de dlcool e com alta capacidade fermentativa, foi

capaz de matar as leveduras de fermentos comerciais Fleischmann e Itaiquara.

s A linhagem S. cerevisize Y500-4L mostrou atividade “killer” contra as
leveduras padrdes “killer” K2 (8. diastaticus NCYC 713), K4 (Candida glabraia
NCYC 388) e K11 (Torulopsis glabrata ATCC 15126). Mostrou-se sensivel as
toxinas produzidas pelas leveduras padrdes “killer” K8 (Hansenula anomala
NCYC 435), K9 (Hansenula wrakii NCYC 500), K10 {(Kiuyveromyces
drosophilarum NCYC 575) e K11 (Torulopsis glabrata ATCC 15126). A
linhagem de S. cerevisize Y500-4L. mostrou-se neutra s linhagens K1 (S
cerevisiae K1L88), K2 (S. diastaticus NCYC 713), K3 (S. capensis NCYC 761),
K4 (Candida glabrata NCYC 388), K5 (Debaryomyces vanrij NCYC 577), K6
(Kluyveromyces marxianus NCYC 587), K7 (Pichia membranaefuciens NCYC
333) e Hansenula sp Y66-1. A linhagem S. cerevisiae Y500-4L apresentou perfil
de atividade “killer” diferente das linhagens padrdes S. cerevisiae “killer” K1,

K2 e K3 descritas na literatura.

o A linhagem S. cerevisige Y500-4L ndo apresentou plasmidio de M-dsRNA,
mostrou maior resisténeia ao tratamento com cicloheximida e ao tratamento
térmico (37-40 °C) em contraste com a linhagem 5. cerevisiae K188, padrio
K1, cuja toxina € codificada por genes plasmidiais de ds-RNA. O carater
genético responsével pelo fenétipo “killer” na linhagem Y3500-4L ¢

provavelmente, codificado por genes cromossomais.
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e A toxina bruta de S. cerevisine Y500-4L apresentou maior atividade “killer” na
faixa de pH 4,1-4,5 a 22-25 °C. A toxina bruta mostrou maior atividade “killer”
em faixa mais ampla de pH e temperatura do que a toxina bruta da linhagem

padrdio K1 (S. cerevisiae K1L88).

e A preparacdio bruta da toxina “killer” de S. cerevisiae Y500-4L apresentou
estabilidade maxima na faixa de pH 3,8 a 4,5 e reteve 80% de atividade na faixa
de pH de 2,0 a 3,5, apés 24 horas de congelamento a -10 °C (freezer). Na
temperatura de 8 °C (geladeira), a toxina reteve aproximadamente 30-60% da
atividade apés 24 horas de incubagfo na faixa de pH 2,0 a 5,4. Na temperatura
de 25 °C a toxina reteve cerca de 35% de atividade apés 24 horas de incubagio
na faixa de pH 2,0 2 4,5. A toxina foi completamente inativada em pH igual ou
superior a 6,0 nas temperaturas de 8 °C e -10 °C e em pH 5,4 apds 24 horas de
incubacic 2 25 °C. Na faixa de pH 6,0 a 8,0 a toxina fol inativada,
comprovando assim sua instabilidade em pH mais alcalino. A toxina “killer”
purificada de S. cerevisiae Y500-4L apresentou estabilidade maxima na faixa
de pH 3.8 a 4,5, e reteve 80% de atividade na faixa de pH 2,0 a 3,5 apos 24
horas de congelamento a -10 °C. A toxina foi totalmente inativada em pH igual

ou superior a 5,4 ap6s 24 horas de congelamento a -10 °C.

e A preparagfio bruta da toxina “killer” de S. cerevisiaze Y500-4L mostrou-se
termosensivel. A toxina manteve-se estavel apds 4 horas de incuba¢doa8°Cea
25 °C em pH 4,1. Na temperatura de 30 °C, a toxina reteve a atividade “killer”
apéGs 1 hora de incubagio, entretanto, perdeu 50% de atividade no periodo de 2
horas e 30 minutos até 4 horas em pH 4,1. A toxina perdeu 80% de atividade
apGs 30 minutos de tratamento a 40 °C em pH 4,1, sendo totalmente inativada
apds 1 hora nesta temperatura. A toxina “killer” purificada mostrou-se estavel

apds 1 hora e 30 minutos e reteve 70% da atividade apds 2 horas e 30 minutos
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em pH 4,1 a 8 °C, sendo completamente inativada apds 3 horas nas condigdes
descritas acima. Apés 30 minutos de incubago a 40 °C, a toxina perdeu 80% da

atividade sendo totalmente inativada ap6s 1 hora.

A produgfo 6tima da toxina “killer” foi verificada apos 24 horas de incubagio
em meio YEPD composto de 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de
glicose em tamp#io de citrato-fosfato 0,1M, pH 4,5 a 25 °C. O melhor método de
obtengdo da toxina de Y500-4L do sobrenadante do meio de cultura para ser
utilizado na purificacio foi através de ultrafiltragdo, pois conferiu maior

estabilidade a sua molécula.

A toxina “killer” de S. cerevisiae Y500-4L foi purificada através de
ultrafiliragio em membrana de retengdo de proteinas maiores que 10 kDa e
processo de filtragdo em duas etapas em coluna de Sepharose 6B. Na
eletroforese em SDS-PAGE, a toxina purificada apresentou PM estimado em

18-20 kDa.
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TABELAS
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Tabela 1- Codigo e espécies correspondentes das linhagens de leveduras padrdes

“killer”.

Linhagens padroes

K1 Saccharomyces cerevisiae K188

K2 Saccharomyces diastaticus NCYC 713
K3 Saccharomyces capensis NCYC 761
K4 Candida glabrata NCYC 388

K5 Debaryomyces vaprij NCYC 577

K6 Kluyveromyces marxianus NCYC 587
K7 Pichia membranaefuciens NCYC 333
K8 Hansenula anomala NCYC 435

K9 Hansenula mrakii NCYC 500

K10 Kluyveromyces drosophilarum NCYC 575
Kil Torulopsis glabrata ATCC 15126
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Tabela 2- Teste de atividade “killer” utilizando-se diferentes linhagens sensiveis

Linhagens sensiveis (aspergidas)

Linhagens inoculadas Itaiquara Fleischmann K11
[taiquara - - -
Y500-4L ++++ +4 +

K3 ++ - .

K2 + % .

K1 + + +

K11 ++ ++ -
Y66-1 ’ - =

Fleischmann - - ”

A levedura Y500-4L mata as leveduras Itaiquara, Fleischmann e padrdo K11

- = ndo foi capaz de matar
+ = matou (presenga de halo de inibigao)

Onde:
+ =~ 3 mm de diametro (s/ a coldnia)
++ =~ 6 mm de didmetro (s/ a colonia)

+++ =~ 9 mm de didmetro (s/ a colonia)
++++ =~ 12 mm de didmetro (s/ a colonia)
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Tabela 3- Interagdo entre as leveduras

Linhagens aspergidas

Linhagens K1 K2 K4 Ké K7 K8 K9 | K10 | K11 | 66-1 | 500-4L
inoculadas

Kl

K2 + -
K3 +

K4 - +

KS
Ké - -

K7

K8

K10

1

]

]

[}

)
|+ii+|+.

+
e

+
.+_+_

K1l

Y66-1

eI Ea A A T EA R A

+
K9 ++
+
+

g

YS00-4L

A levedura Y500-4L mata as leveduras padrdes K2, K4 e K11
A levedura Y500-4L foi morta pelas leveduras padrdes K8, K9, K10 e K11

- = ndo foi capaz de matar
+ = matou (presenca de halo de inibigdo)

Onde:
+ =~ 3 mm de didmetro (s/ a colonia)
++ =~ 6 mm de didmetro (s/ a colonia)
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Tabela 4- Determinagio do Peso Molecular das bandas de RNA de fita dupla.

X (cm) Y {(Kb) fog Y
255 9.42 0,97
2.95 6,56 0,82
3,50 436 0,64
455 2,32 0,36
4,85 2,03 (0,31

X = distancia do inicio da corrida até a banda correspondente

¥ = peso molecular dos fragmentos de A clivados com HindITI {usados como padrdes de pesos

moleculares).

Equacio:
Log PM = 1,672705 -0,2859 X

Resultades:
ds-RNAs X (em) log PM PM (Kb)
L 3,40 0,70 5,0
M1 495 0,26 1.8
M2 5,35 0,14 1.4
M3 5,33 0,14 14
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Tabela 5- Cura das linhagens “killer”

Controle Tratamentos (% de cura)
25°C
Linhagens Cicloheximida 0.2 ppm | Temp. 37 °C | Temp. 38,5 °C | Temp. 40 °C
K1 +20 fi cresceu 75 % 95 % il cresceu
500-4L +20 55% 0% 0% 40 %
66-1 +20 0% fi cresceu fi cresceu fi cresceu

No controle + 20 = 20 coldnias com halo “killer” tipico.
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Tabela 6- Purificagdio da toxina “killer” da linhagem de S. cerevisige Y500-4L

Etapa de Atividade Proteina Ativ. Especifica Purificagko
procedimento (halc em mm) {mg) {ativ./proteina)
Sobrenadante do 1,5 2,79 0,54 1
meio de cultura
Concentrado por
ultrafiltragio 4 4,20 0,95 1,8
Cromatografia
em coluna de 7 0,06 116,7 215

Sepharose 6B
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FIGURAS
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Figura 1- Atividade “killer”. Linhagens inoculadas  a)ltaiquara b)Y 500-4L
c)padrio K3 d)padrao K2 e)padrao K1 f)padrio K11 g)Y66-1 h)Fleischmann.
Leveduras aspergidas: Fleischmann (A) e K11 (B).
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Figura 2- Eletroforese em gel de agarose dos acidos nucléicos extraidos das
leveduras. a- DNA total; b- L-dsRNA; ¢- M-dsRNA; 1e7- fragmentos de A Hindill
(padrdes de pesos moleculares); 2- padrio K1; 3- padrdo K2; 4- padrdo K3; 5-
linhagem Y66-1; 6- linhagem Y500-4L.
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Figura 3A- Teste de cura da linhagem S. cerevisiae padrao “killer” K1- tratamento

térmico a 38,5 0C

Figura 3B- Teste de cura da linhagem S. cerevisiae Y500-4L- tratamento térmico a

38,5 0C
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Figura 4- Teste de cura da linhagem S. cerevisiae Y500-4L apos tratamento:

A-controle a 25 °C ; B- crescimento a 37 °C ; C- crescimento a 38,5 o
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Figura 5- Teste de cura da linhagem Hansenula sp Y66-1 com 0,2 ppm de

cicloheximida. A- Tratamento com 0,2 ppm de cicloheximida e B- Controle a

25 9C.
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Figura 6- Teste de regeneragao do fenotipo “killer” da levedura Y500-4L tratada

com: A-curada por temperatura de 40 0C: B-curada por cicloheximida e C-controle

“killer” original.
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Figura 7- Efeito do pH e da temperatura na atividade da toxina “killer” da linhagem
de S. cerevisiae Y500-4L.
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Figura 8A: Atividade das toxinas “killer” Kl e Y500-4L (halo em mm) na

temperatura de 16 °C.
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Figura 8B: Atividade das toxinas “killer” K1 e Y500-4L (halo em mm) na

temperatura de 22 °C.
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Figura 8C: Atividade das toxinas “killer” K1 e Y500-4L (halo em mm) na

temperatura de 25 °C.
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Figura 8D: Atividade das toxinas “killer” K1 e Y500-4L (halo em mm) na

temperatura de 30 °C.
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Figura 9- Efeito do pH na estabilidade da toxina “killer” bruta da linhagem de

Saccharomyces cerevisiae Y500-4L.

| 100
‘ 90 -
‘ 80

70 |
‘ 60 1
50
40 +
30 -

ativ. relativa (%)

‘ 10 -

Figura 10- Efeito da temperatura na estabilidade da toxina “killer” bruta da linhagem

de Saccharomyces cerevisiae Y500-4L.
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Figura 11- Curva de crescimento da linhagem Y500-4L:
__ Atividade “killer” (halo em mm)

__ MCS: massa celular seca (g/L)
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Figura 12- Atividade “killer” das preparagdes de toxina de S. cerevisiae Y500-L, obtidas

por precipitagdo com acetona, polipropileno glicol e etanol.

79



Figura 13- Atividade “killer” das preparagdes de toxina de S. cerevisiae Y500-L, obtidas

por ultrafiltragdo e precipitagdo com sulfato de amonio.
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Figura 14- Purificagdo da toxina “killer” da linhagem de S. cerevisiae Y500-4L em

coluna de gel Sepharose 6B.
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Figura 15A- Eluigdo das proteinas padroes e da toxina “killer” da linhagem de
Saccharomyces cerevisiae Y500-4L em coluna de gel Sephadex G-100.

Figura 15B- Curva padrio de proteinas em coluna de gel Sephadex G-100.
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Figura 16 - Representagio grafica da eletroforese da toxina
Saccharomyces cerevisive Y500-4L em SDS-PAGE.
A- proteinas padrdes de peso molecular;

B- toxina “killer” punficada
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Figura 17- Efeito do pH na estabilidade da toxina “killer” purificada da linhagem de

Saccharomyces cerevisiae Y500-4L.
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Figura 18- Efeito da temperatura na estabilidade da toxina “killer” purificada da

linhagem de Saccharomyces cerevisiae Y500-4L.
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