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1 Introducao

O Brasil é um pais agropecudrio de destaque no cenario mundial da produ-
¢do de commodities agricolas, com produtividade de 219,1 milh&es de toneladas
de grios, distribuidos em aproximadamente 59 milhdes de hectares de area cul-
tivada na safra de 2016/17 (Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB,
2017). Dentre a produgao de cereais, leguminosas e oleaginosas, destacam-se o
arroz, a soja e o milho, com producdo de 11,89, 105,56 e 87,41 milhGes de tone-
ladas, respectivamente (CONAB, 2017).

Nio obstante, o pais tem relevada participacdo como produtor de frutas
frescas, colocando-o entre os quatro maiores produtores mundiais, juntamente
com a China, India e os Estados Unidos da América (Secretaria de Estado da
Agricultura e Abastecimento — SEAB, 2015).

Os graos, de forma geral, podem ser armazenados por longos periodos de
tempo sem perdas significativas na qualidade. Entretanto, sdo suscetiveis a deterio-
racdo por fungos toxigénicos, quando nio adotados controles adequados durante
o armazenamento, acarretando perdas econdmicas e riscos a satide humana e
animal (MIGUEL, 2009).

A respeito das infecgdes fungicas que acometem os produtos agropecudrios,
citam-se, principalmente, a ocorréncia de Aspergillus ochraceus em café, A. fla-
vus em amendoim (ZORZETE, 2010) e castanhas-do-brasil (REIS et al., 2012),
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Fusarium verticillioides em milho (MIGUEL, 2009) e Penicillium expansum em
macas (COELHO, 2005).

Durante o crescimento, determinadas espécies podem produzir micotoxinas,
metabolitos secundarios, que constituem um perigo natural na cadeia produtiva
do alimento. Sendo assim, medidas de controle do desenvolvimento fungico se
tornam necessarias, a fim de garantir a seguranga desses alimentos. Nesse con-
texto, o controle bioldgico por meio da utilizagdo de leveduras killer vem sendo
promissor contra fungos filamentosos de importancia econdmica. Citam-se, por
exemplo, o controle satisfatorio in vivo de P. expansum em macas pos-colheita
por Hansenula wingei, bem como contra fungos fitopatogénicos causadores da
ferrugem asidtica e do mofo branco (CALEGARI et al., 2014). Dessa forma, este
trabalho teve por objetivo produzir e purificar parcialmente toxina killer de Han-
senula wingei visando aplicacdo no controle do desenvolvimento de fungos fila-
mentosos deteriorantes de alimentos.

2 Caracteristica killer

Determinadas cepas de leveduras sio capazes de inibir o crescimento de
outras leveduras sensiveis e outros micro-organismos por meio de exotoxinas de
natureza proteica ou glicoproteica. Toxinas killer, como sio denominadas, podem
diferir entre espécies, em estrutura molecular, massa molecular, bases genéticas,
maturac¢do das proteinas, imunidade e mecanismos de acio (MAGLIANI et al.,
1997; MARQUINA et al., 2002).

O primeiro fenomeno de atividade killer foi descrito por Bevan e Mako-
wer (1969) a partir da observacido de isolados de Saccharomyces cerevisiae.
Desde entdo, leveduras killer tém sido isoladas e caracterizadas dos mais
diversos ambientes. Dentre os géneros, destacam-se: Candida, Cryptococ-
cus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kluyveromyces, Metschniko-
wia, Pichia, Sacchamoryces, Ustilago, Torulopsis, Williopsis e Zigowillopsis
(MAGLIANI et al., 1997; PHILLISKIRK; YOUNG, 1975; YOUNG, 1981;
SCHMITT; BREINIG, 2002).

Os fenétipos killer de leveduras podem ser classificados como killer resis-
tente (K*R*), killer sensivel (K*R") e neutras (K'R"). As linhagens resistente e sensi-
vel sdo produtoras de toxina, podendo ou nio ser resistente as toxinas de outras
linhagens, ao passo que as linhagens classificadas como neutras ndo produzem
toxina e nao possuem resisténcia (MAGLIANI et al., 1997).

Young e Yagiu (1978) elaboraram um sistema de classificagao das toxinas de
leveduras, nomeando-as K1 a K10, tendo como base as interacoes entre as linha-
gens quanto aos padroes de sensibilidade e atividade killer. Posteriormente, Zhu
e Bussey (1989) adicionaram ao sistema o grupo K11 (Tabela 1).
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Tabela 1 - (lossificaciio dos grupos killer segundo interacdo entre as linhagens

Classificacao killer Classes sensiveis
K1 K2, K3 e K4
K2 K1 e K4
K3 K1 e K4
K4 K1
K5 K1, K3 e K4
Ké K1, K2, K3 e K4
Classificacao killer Classes sensiveis
K7 KT, K3, K4 e Ko
K8 KT, K2, K3, K4 ¢ Ké
K9 KT, K2, K3, K4, K5 ¢ K8
K10 KT, K2, K3, K4, K5, K6, K7 e K8
K11 K1

Fonte: Young e Yaugiu (1978), Zhu e Bussey (1989).

2.1 Bases genéticas e mecanismos de agdio

As bases genéticas que conferem o fenotipo killer as leveduras sdo variaveis
entre espécies, podendo ser determinado por genes cromossomais ou extra-cro-
mossomais. Este dltimo é dividido ainda em plasmideos lineares de DNA fita
dupla e RNA fita dupla, encapsulados em virus-like-particles (VLP), e identifi-
cados, respectivamente, em K. lactis e em S. cerevisiae, conforme apresentado na
Tabela 2 (SCHIMITT; BREINIG, 2002).

A parede celular de células fungicas determina sua forma e é essencial para
sua integridade, sendo constituida principalmente de carboidratos livres e aqueles
ligados a proteinas. Os principais constituintes da parede celular de leveduras sao
0 (1-3) -B-D-glucana (50%), (1>6) -B-D-glucana (5%) e manoproteinas. Podem
conter também (1->6) -B-D-glucana com algumas ligag¢oes (1-3) -B (14%) e qui-
tina (0,6 a 9%). A fung¢io dos polissacarideos na parede celular é a de recep¢io de
proteinas, mas ainda pouco se sabe sobre este mecanismo (SANTOS et al., 2000).

O mecanismo de acdo da toxina killer foi proposto inicialmente por Mid-
delbeek et al. (1980), quando sugeriram haver uma interagao da toxina de Pichia
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kluyveri e células de S. cerevisiae, determinado em trés estagios sucessivos: (I) liga-
¢do da toxina killer em receptores especificos, (II) transmissao da toxina para seu
local reativo na membrana plasmatica, (III) dano a permeabilidade da membrana,
resultando em extravasamento de ions potdssio e diminuicao do pH intracelular.

Segundo Marquina et al. (2002), as toxinas plasmidiais K1 e K2 de S. cere-
visiae, apesar de serem diferentes, possuem mecanismos de acao semelhantes, se
ligando ao receptor (1®6) -B-D-glucana da membrana plasmatica, tornando-a
permedavel a prétons e ions potassio. Por outro lado, a toxina K9 codificada por
genes cromossomais de Hansenula mrakii tem agao sobre os processos metaboli-
cos que envolvem a sintese de B — glucano, especificamente - (1,3) -glucano em
células sensiveis, tornando-as osmoticamente frageis e defeituosas, resultando em
sua lise e consequentemente morte (YAMAMOTO et al., 1986a).

Tabela 2 - Leveduras killer e bases genéficas de sua toxina

Leveduras killer Bases genéticas
Saccharomyces cerevisie dsRNA
Hanseniaspora uvarum dsRNA
Zygosaccharomyces bailli dsRNA

Ustilago maydis dsRNA
Kluveromyces lactis dsDNA linear plasmidial
Pichia acaciae dsDNA linear plasmidial
Pichia inositovora dsDNA linear plasmidial
Pichia kluyveri Cromossomal
Pichia farinosa Cromossomal
Pichia anomala (romossomal
Williopsis mrakii (romossomal

Fonte: Schimitt e Breinig (2002).

2.2 Aplicagdes

Desde sua descoberta, leveduras killer e suas toxinas tém sido utilizadas em
diversas aplicacbes: nos processos fermentativos industriais (VONDRE]S; JAN-
DEROVA; VALASEK, 1996; LIMA et al., 2007), biocontrole de fungos deterio-
rantes e/ou micotoxigénicos em alimentos (LIMA et al., 2013; FIEIRA et al., 2013;
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COELHO et al., 2007; COELHO et al., 2009), desenvolvimento de antimicéticos
para o tratamento humano e animal (MARQUINA et al., 2002) e em tecnologias
de DNA recombinante (SCHMITT; BREINIG, 2002).

Marquina et al. (2002) relataram também o uso das leveduras como sistemas
modelo para o estudo dos mecanismos de regulagdo e processamento de polipep-
tidios em eucariotos, como indicativo de parentesco filogenético, além de futuras
aplicagdes em pesquisas de controle e expressdo de virus em organismos eucario-
tos, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Principais aplicacdes biotecnoldgicas das toxinas killer

Campo de aplicacdao biotecnolé-

[t Aplicacoes

Atividade antifingica contra a podriddo da madeira e fungos

Controle hioldgico na agricultura fopatogénicos.

Controle de confaminantes e como culturas starfers em

Fermentacto de bebidas i
processos fermentativos.

Pesquisa de biologia celular em células eucariontes. Estudos de biossintese, processamento e secregdo de proteings.
Tecnologia de alimentos Preservacio de alimentos in natura
- Fingerprinting de leveduras do vinho e tecnologia do DNA
Genética i
recombinante.
Medicina Atividade zimocida contra patdgenos.
) Padro de sensibilidade killer como indicativo de parentesco
Taxonomia

filogenético

Fonte: Marquina et al. (2002).

O controle de doengas pds-colheita ainda se baseia no uso de fungicidas sin-
téticos (CASTORIA et al., 2001); todavia, o uso indiscriminado desses fungicidas
levaram ao surgimento de cepas resistentes (BARALDI et al., 2003). Logo, estu-
dos vém sendo realizados a fim de solucionar problemas de perda pds-colheita
empregando micro-organismos capazes de realizar o biocontrole de fungos mico-
toxigénicos e/ou deteriorantes de alimentos.

Santos et al. (2009) descreveram uma nova toxina de Pichia membrani-
faciens CYC 1086 cuja atividade killer foi testada, juntamente com outra cepa
previamente estudada de P. membranifaciens CYC 1106, contra varios micro-or-
ganismos relacionados a problemas agronomicos a fim de avaliar seu possivel
potencial biotecnolégico.
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Como resultado, todas as cepas de Brettanomyces bruxellensis, levedura
contaminante do vinho, se mostraram sensiveis a P. membranifaciens CYC 1086,
enquanto que nenhuma cepa de S. cerevisiae isolada de processos fermentati-
vos do vinho foi afetada pela toxina. Entretanto, fungos filamentosos foram
mais resistentes a esta toxina; nenhuma cepa de Botritys cenerea e apenas duas
de Fusarium proliferatum mostraram sensibilidade, enquanto que a toxina de
P. membranifaciens CYC 1106 se mostrou efetiva contra B. cenerea (SANTOS;
SANCHEZ; MARQUINA, 2004).

Fieira et al. (2013) indicaram a possibilidade de aplicacio no controle pds-
colheita de magas ap0s relatarem 6tima eficiéncia no controle in vivo de P. expan-
sum, ao submeterem os frutos artificialmente infectados, em tratamento com
leveduras Hansenula wingei e S. cerevisiae PF2; aplicadas em sinergismo com o
fungicida Tecto® em baixa dosagem.

Na industria fermentativa, linhagens killer contaminavam o processo de ela-
boracdo do vinho, causando variagdes sensoriais no produto final e interferindo na
qualidade. Tal fato levou pesquisadores a investigarem a possibilidade de “cons-
truir” cepas de leveduras fermentadoras com carater killer a fim de serem utilizadas
como culturas starters, associando assim o beneficio da fermentacao de cerveja e
vinho com o controle de culturas selvagens, que porventura pudessem prejudicar o
processo fermentativo (VONDRE]S; ]ANDEROVA; VALASEK, 1996).

Diversos estudos demonstraram que leveduras fermentativas do vinho gene-
ticamente modificadas, produtoras de diferentes toxinas, exibiram significativa
capacidade antagbnica contra potenciais contaminantes como Candida, Hanse-
niaspora, Kloeckera e Pichia (BUSSEY; VERNET; SDICU, 1988; BOONE et al.,
1990; SCHIMIT; SCHERNIKAU, 1997; SANTOS et al., 2009). Logo, o uso da
tecnologia do DNA recombinante tornou possivel o desenvolvimento/aprimora-
mento da capacidade killer em leveduras fermentadoras.

2.3 Género Hansenula

O género Hansenula caracteriza-se como células esferoidais, elipsoidais
ou alongadas e, em alguns casos, afuniladas. Os ascésporos sio em forma de
chapéu, semiesferoidal ou esferoidal com borda. A reproducdo assexuada é
por brotamento multilateral e algumas espécies podem produzir pseudo-hifas
(KURTZMAN; FELL, 1999).

Ashida et al. (1983) descreveram uma toxina killer (K9) produzida por Han-
senula mrakii com propriedades superiores a outros géneros relatados, como por
exemplo, estabilidade em valores de pH entre 4,0-11,0 e termoestabilidade evi-
denciada pela manutencdo da atividade ap6s fervura por 3 minutos em pH 4,0, e
a 100 °C por 10 minutos (TAKASUKA et al., 1995).
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Toxinas killer de H. mrakii e H. saturnus foram purificadas anteriormente,
sendo suas massas moleculares e composi¢ao de aminoacidos similares; a toxina
killer de H. mrakii é uma pequena proteina de 88 aminodcidos com 5 pontes
dissulfeto (SELVAKUMAR et al., 2006), possui ponto isoelétrico (pI) 9,1 e massa
molar de 10.7 kDa, enquanto que a toxina de H. saturnus é uma proteina de 87
aminodacidos, possui massa molar entre 8.5 — 9.0 kDa, e possui uma homologia
de 87% com a toxina killer de H. mrakii (YAMAMOTO, 1986a; YAMAMOTO
1986b; TAKASUKA et al., 1995).

Lowes et al. (2000) inocularam S. cerevisiae e C. krusei em iogurte, junta-
mente com toxina heterdloga de H. mrakii purificada em duas diferentes concen-
tracdes, nas temperaturas de 10°C e 20 °C. Foi constatado o crescimento rapido
dos inéculos no controle negativo nas duas temperaturas testadas, enquanto que
nas amostras contendo toxina killer, todos os indculos foram eliminados nas duas
concentracdes de toxina, em um periodo de 24 h.

C. krusei tem sido classificada como patégeno de classe II por exibir altos
niveis de resisténcia a fluconazol, entretanto foi eliminada com a toxina hete-
r6loga de H. mrakii. A micocina exibe ampla a¢do de atividade contra espécies
de levedura e possui boas caracteristicas fisico-quimicas, incluindo estabilidade
em amplo pH e temperatura, podendo ser utilizada, se necessario, como método
alternativo contra infec¢des causadas por leveduras (LOWES et al., 2000).

3 Metodologia

Este estudo foi realizado no periodo de mar¢o a novembro de 2015 no
Laboratério de Micotoxinas na Universidade de Sio Paulo e no Laboratério
de Biologia Molecular e Microbiologia na Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — campus Londrina.

3.1 Fungos testes

Aspergillus ochraceus A152 e Penicillium expansum n. 2, previamente iso-
lados de café e ma¢ca (COELHO, 2005), foram identificados geneticamente (em
nivel molecular) para posteriormente serem testados frente ao efeito da toxina
killer quanto a inibicao da germinagio de esporos.

Os fungos foram mantidos em Agar Batata Dextrose — BDA inclinado a 4 °C
na auséncia de luz.

3.1.1 Exiragdo de DNAr dos fungos filamentosos

Os fungos foram inoculados em dgar YES (glicose 3,0%, extrato de levedura
0,5%, adenina 0,005%, histidina 0,005 %, leucina 0,005%, lisina 0,005 %,
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uracila 0,005%, agar 1,5%) e cultivados por 3 dias em B.O.D a 25 °C. Em
seguida, um fragmento de micélio de aproximadamente 0,5 cm? foi recortado, o
agar removido, e o micélio transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo
300 pL de PrepMan Ultra® (APPLIED BIOSYSTEMS, 2010).

O microtubo foi agitado em vértex por um minuto e colocado em banho de
agua a 100 °C por 15 minutos, seguido de centrifuga¢ido por 7 minutos a 14.000
rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e armazenado a -4 °C.

3.1.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a PCR foram utilizados microtubos de 0,2 mL. O fragmento da regido
ITS foi amplificado com os primers ITS1 e ITS4. As sequéncias dos primers utili-
zados encontram-se no Quadro 1. A PCR foi realizada com 12,5 pL. de PCR Mas-
ter Mix, 6,5 pL de agua Milli-Q e 2 pL. de DNA (40 ng) e 2 pL (20 pmol) de cada
iniciador para um volume final de 25 pL. O programa de amplificagdo incluiu
uma desnaturag¢ao inicial (94 °C por 3 min), seguido por 35 ciclos de desnatura-
¢do (94 °C por 1 min), anelamento a 57 °C, e extensdo a 72 °C por 1 min. Uma
etapa de extensdo final a 72 °C por 5 min foi incluida ao final da amplificacio
(WHITE et al., 1990).

Quadro 1 - Sequéncia dos primers utilizados na PCR

Gene Primer SR LIS LL O Referéncia
(5"-3')
151 TCCGTAGGTGAACCTGCG
Internal Transcribed Spacer (ITS) WHITE et al., 1990
(154 TCCTCCGCTTATTGATAT

3.1.3 Eletroforese do produto de PCR

Apoés a reagdo de PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
para verificacdo da amplificagdo. O gel de agarose foi preparado na concentra-
¢do de 1,2% em solucdo de TBE (Tris Borato EDTA), acrescido de Syber Safe.
Para a aplicacao das amostras nos pogos do gel, um volume de 2 pL de solucdo
de azul de bromofenol foi adicionado em 3 pL de amostra. O gel foi submetido
a 100 volts a 400 mA por 1 hora. Como referéncia, adicionou-se 6 pL. de DNA
Ladder 100 pb.



Purificagdo parcial de toxina killer de hansenula wingei visando aplicagdo no controle
3.1.4 Purificag@o dos produtos de PCR

A purificagdo do produto da reacdo de PCR teve como objetivo a remocao de
primers, dNTPs, enzimas e sais dos produtos de PCR que pudessem interferir na
reacdo de sequenciamento. Para isso utilizou-se o kit QIAquick PCR purification,
otimizado da seguinte forma: ao volume de 17 pL do produto de PCR foi adicio-
nado 100 pL do Buffer PB — Binding Buffer (Tampao de Ligacdo) e todo contetido
foi transferido para a coluna que acompanha o kit, a qual foi deixada em repouso
por um minuto, centrifugada a 13.000 rpm/1 min e descartada a fase inferior do
microtubo. Em seguida, adicionou-se 700 pL de Buffer PE — Wash Buffer (Tampao
de Lavagem), o qual permaneceu em repouso por um minuto. Centrifugou-se a
13.000 rpm/1 min e descartou-se a fase inferior do microtubo. O conjunto foi
centrifugado novamente a 13.000 rpm por 3 minutos, para remocao total do tam-
pao de lavagem. Para elui¢ao, a coluna foi transferida para um novo microtubo
de 1,5 mL e adicionando 20 pL de EB - Elution Buffer (Tamp3io de Elui¢dao) no
centro da coluna, e ap6s 1 minuto de repouso foi centrifugado a 13.000 rpm/1
min (QIAGEN, 2006).

3.1.5 Sequenciamento dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram sequenciados utilizando os primers usados na
amplificacdo, seguindo o protocolo do Kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing. As reagbes ocorreram em um sequenciador 3100 DNA.

3.1.6 Edicao, avaliagdo da qualidade e andlise das sequéncias geradas

As sequéncias consenso foram obtidas utilizando o programa Sequencher
versdo 4.1.4. Estas, por sua vez, foram pesquisadas em BLASTn (www.ncbi.nlm.
nih.gov) como forma de confirmar premissas iniciais.

3.2 Obtengdio do extrato bruto de Hansenula wingei

A levedura Hansenula wingei (AM2-2) killer positiva, previamente isolada
de milho (GASPERINI, 2011), e mantida em agar Meio Para Levedura — MPL
(glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, cloreto de s6dio 1%, sulfato de aménio
0,5%, agar 1,8%, acidificado com 4acido tartarico 10% até pH 4,5) a 7 °C, foi
reativada em Caldo MPL para obteng¢io do extrato bruto.

Para tanto, uma al¢ada da levedura foi transferida para 25 mL de Caldo
MPL, seguido de incubagio a 25 °C por 24 h. Em seguida, um indculo de apro-
ximadamente 3,0 x 10° células, previamente padronizado na Escala nimero 1 de
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MacFarland, foi transferido para 17 erlenmeyers contendo 50 mL de Caldo MPL
(totalizando 850 mL de cultivo) e incubados a 25 °C por 96 h em cultivo estatico
(SIMER, 2013). Apés incubagio, o cultivo foi centrifugado por 15 min a 10.000 rpm
e filtrado em membrana de 0,20 pm para remogao das células (COELHO, 2005).

3.2.1 Sistema de ultrafiltracdo

O extrato bruto (700 mL) foi submetido a duas etapas consecutivas de ultra-
filtragdo, utilizando membranas de celulose de exclusao molecular de 30 e 10 kDa,
conforme descrito por Coelho (2005). O sistema possibilitou a obtencdo de trés
fragoes, denominadas Fragio 1 (contendo moléculas de massa molecular maior
que 30 kDa), Fracdo 2 (contendo moléculas de massa molar entre 10 e 30 kDa), e
Fragdo 3 (moléculas menores que 10 kDa). As Fragoes 1 e 2 foram concentradas
14 e 13 vezes. Uma parte do extrato bruto foi reservada para o ensaio antifingico.

3.2.2 Atividade antifingica

Um volume de 1,0 mL das fra¢des obtidas foi distribuido em 3 tubos de
ensaio contendo 1,0 mL de Caldo MPL. Paralelamente, utilizou-se 0 mesmo
volume de extrato bruto como controle positivo e agua destilada estéril como
controle negativo.

A seguir, foram inoculados 10° esporos dos fungos a serem testados (suspen-
didos em Tween. 80 e padronizados em camara de Neubauer). Apés incubagao
a 25 °C/12 horas, os tubos foram submetidos a centrifugaciao (10.000 rpm/10
minutos) e 90% do sobrenadante descartado.

Apés ressuspensdo do pellet em volume reduzido (aproximadamente 200
pL), realizou-se a determinacdo da porcentagem dos esporos germinados em
lamina (CHEN et al., 1999). O ensaio antifungico foi realizado 3 vezes, sendo
que em cada repeti¢do os tratamentos foram analisados em triplicata.

A porcentagem dos esporos germinados nas fragdes foi calculada conforme
a formula a seguir:

X = 100 x média esporos germinados na fracio (1)

média esporos germinados no controle

Onde X corresponde a porcentagem de esporos que germinaram no tratamento.
Para determinar a porcentagem de inibicdo (Y), utilizou-se a férmula:

Y = 100% inibi¢dao - X.
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3.3 Tratamento dos dados

As médias dos resultados encontrados nos ensaios antifiingicos foram ana-
lisadas estatisticamente por meio do Teste de Tukey (p < 0,05), pelo programa
BioEstat 5.3.

4 Resultados e discussao

A taxonomia de fungos filamentosos baseia-se, tradicionalmente, na ana-
lise qualitativa de sua morfologia e perfis bioquimicos. No entanto, variacdes na
interpretacdo morfoldgica podem ocorrer, resultando em esquemas taxonémicos
discutiveis (SAMSON; HONG; FRISVAD, 2004). Desta forma, as ferramentas
moleculares seriam as mais indicadas para a caracterizacdao de fungos.

O sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal dos fungos testes
Aspergillus ochraceus e Penicillium expansum foi analisado em banco de dados
online, resultando em 99% de similaridade (Figuras 1 e 2).

Score Expect Identities Gaps Strand
876 bits(474) 0.0 488/494(99%) 4/494(0%) Plus/Plus

Query 1 CTGCGGAAGGATCATTACTGAGTAAGGGTCCCTCGGGGCCCAACCTCCCACCCGTGTATA 60

. CLCEEREEELEIE ettt e e e e e e e ee e e e eet ity
Sbjct 1 CTGCGGAAGGATCATTACTGAGTAAGGGTCCCTCGGGGCCCAACCTCCCACCCGTGTATA 60

Query 61 CCGTACCTTGTTGCTTGGGGCGAGCCCGCCCCCTTTTTCTTAGGGGGGCACAGCGCTCGE 120

_ CULLLEEEEEREE R e R e e eeeLet CLCCLEEEREETILELE] T
Sbjct 61  CCGTACCTTGTTGCTTGGGGCGAGCCCGCCCCCTTTTTCTTAGGGGGGCACAGCGCTCGL 120

Query 121 CGGAGACACCAACGTGAACACTGTCTGAAGTTTTGTCGTCTGAGTCGATTGTATCGCAAT 180

) CCLCCERERERLEE et e et e e e e it ety
Sbjct 121 CGGAGACACCAACGTGAACACTGTCTGAAGTTTTGTCGTCTGAGTCGATTGTATCGCAAT 18@

Query 181 CAGTTAAAACTTTCATCAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAA-GCAGCGAAA 239

: ||||]I|IIIIII|I COLLULELELTLELLEEEELLELEEETELL Ll |I[I[[|[|
Sbjct 181 CAGTTARAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGLG 240

Query 24@ TGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTG-ACGCACATTG 298

: PLCEETTEELEEEE et e et i et e e ee ety iy tertniiry
Sbjct 241 TGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTG 300

Query 299 CACCCCCTGGTATTCCGGGGGGTATGCGTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC -CAAGCACG 357

) CLELELLREE L EE EEE et FERERe e n e e i ernntl II[I[[I[I
Sbjct 381 CACCCCCTGGTATTCCGGGGGGTATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGG 360

Query 358 CTTGTGTGTTGGGTCGTCGTcccccccGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGL-GCGGCACCG 416

) CLLECEEEEERE e et et eee e et eee e eeee e e et er eiernr
Sbjct 361 CTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCG 420

Query 417 CGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCT TTGTCACACCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCTGL 476
) CULEUEERELREEE e et e et e e ee e e e e e i e irnn
Sbjct 421 CGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACACCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCTGL 480

Query 477 TGGCCGACGCTGAA 490

) FLLEELTEETELLL
Sbjct 481 TGGCCGACGCTGAA 494

Figura 1 — Alinhamento do sequenciamento da regido ITS de Aspergillus ochraceus com banco de dados online

Fonte: Autoria prépria
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Score Expect Identities Gaps Strand
1057 bits(572) 0.0 592/600(99%) 7/600(1%) Plus/Plus

Query 1 ACTAGTGATTTCCGTAGGTGTTCCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGG --CCTCTGGE 58

_ FULLLEEEEREEEE e e e e ee e et e ek e ek e e eeer Feeenerl
Sbjct 1 ACTAGTGATTTCCGTAGGTGTTCCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGG 60

Query 59 TCCAACCTCCCACCCGTGTTTATATTACCTTGTTGCTTCGGCGCGCCCG-CTARACTGGC 117

_ PUCERLEILERREELEEn et et e b ey et Py
Sbjct 61  TCCAACCTCCCACCCGTGTTTATATTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTAAACTGGC 120

Query 118 CGCCGGGOGGCTTACGCCCCCGEGCCCGCGCCCGLCCAAGACACCCTCGAACTCTGTCTG 177

CELERLRRLEEEETELERE e et ee e e e e e e e reeereee i eerery
Sbjct 121 CGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGEGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTG 180

Query 178 ATGATTGAAG-CTGAGTGAATATATATATTATTTATAACTTTCAACAAC-GATCTCTTGG 235

_ ELCLERUEET EETELEEE Lt b e el T i i
Sbjct 181 ATGATTGAAGTCTGAGTGAATATATATATTATTTATAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG 240

Query 236 TTCCGGCATC-ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGT 294

_ CICCRLEELE EEEEERERR et e e ke ke e e i e irrry
Sbjct 241 TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGT 300

Query 295 GAATCATCGAGTCTATGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTC 354

_ CLCEELLEEEEET LR E L e e e e e e el
Sbjct 301 GAATCATCGAGTCTATGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTC 360

Query 355 CGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCGATCTCCG 414

_ CUCLLEERTTREE EEEn e ee e e e b e e e e e e enerl
Sbjct 361 CGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCGATCTCCG 420

Query 415 GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGLCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGOGGCTTT 474

_ PLCEEDLEETTEEE R LR e Ee e L e e e ie i eenniy
Sbjct 421 GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTT 48

Query 475 GTCACCCGCTCTGTAGGECCCGGCCGOCGCTTGCCCATCAACCCTAATTTTTATCCAGGTT 534

, CILEEEEREERE LR R EEE L e e e e e e e e etrl
Sbjct 481 GTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCTAATTTTTATCCAGGTT 540

Query 535 GTCCTCGGAT-AGGTAGGCATACCCOGCTGAACTTATGCATATCAATAAGCGGAGGARATL 593

_ CLLEEDUEED FETTEEEE LRt e e e e
Sbjct 541 GTCCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTATGCATATCAATAAGCGGAGGARATC 600

Figura 2 — Alinhamento do sequenciamento da regido ITS de Penicillium expansum com banco de dados online

Fonte: Autoria prépria

As técnicas moleculares tém apresentado expressivo progresso na taxono-
mia de fungos. Reis et al. (2012) isolaram e identificaram micobiota de casta-
nhas-do-brasil utilizando uma abordagem polifasica. Além da caracterizagao
morfoldgica, a producdo de metabdlitos secundarios e sequenciamento do DNA
ribossomal das regides ITS, B-tubulina e calmodulina, foram utilizados para con-
firmacao. Os géneros Aspergillus spp. e Penicillium spp. representaram 4 e 16%
dos isolados.

Para estudos com enfoque principal na taxonomia e ecologia de fungos, a
abordagem polifasica é a mais recomendada pois combina varias informagoes
acerca da identidade dos micro-organismos. Entretanto, para confirmagio da
identificagdo morfoldgica, o sequenciamento da regidao ITS se mostra eficaz.



Purificagdo parcial de toxina killer de hansenula wingei visando aplicagdo no controle

Para o ensaio antifingico, o extrato bruto submetido ao sistema de ultrafil-
tracao foi separado em 3 fragoes (1: maior que 30 kDa, 2: entre 10 e 30 kDa e 3:
menor que 10 kDa).

Conforme a Tabela 4, pode-se observar que a porcentagem de esporos ger-
minados nas fracdes 1 (> 30 kDa) e controle positivo (extrato bruto) nio diferiu
entre si (p > 0,05), embora a primeira fragio tenha sido aparentemente um pouco
mais eficaz. Tal fato poderia ser explicado pela ressuspensdo da fracio em 50 mL
de dgua destilada estéril, para retirada das moléculas da membrana, o que concen-
trou o extrato bruto em cerca de 14 vezes.

Embora as fragdes 2 e 3 tenham diferido significativamente entre si e do con-
trole negativo (p < 0,05), observou-se que mais de 50% dos esporos de ambos os
fungos germinaram na presenca destas.

Tabela 4 - Atividade antifingica realizada com as fragdes obtidas apds a ulirafiliragdo do extrato bruto*

Germinacdo de esporos (%)

Tratamento
A. ochraceus P. expansum
Controle negativo (Ggua) 88,56+4,07¢ 97,00+1,87¢
Extrato Bruto 9,89+5,82¢ 6,89+6,39°
1 (>30kDa) 2,33+2,24° 4,78+4,89°
2 (>10kDa) 71,67+6,02¢ 82,67+4,09
3 (< 10kDa) 59,44+13,04 57,78+10,47°

* Letras minGsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria.

Na interpretagao da Tabela 4, quanto menor o valor apresentado, maior sera
a atividade antifungica. Cada valor corresponde a média e ao desvio padrao dos
valores de 9 dados, sendo trés respostas para cada repetigao.

A Figura 3 exibe a porcentagem (%) de inibi¢io da germinacdo de esporos
dos fungos filamentosos, apresentando uma relagio inversa entre inibigio e ger-
minacdo de esporos, ou seja, a maior porcentagem de inibi¢ao indica uma menor
germinacdo de esporos.

A toxina killer de H. wingei foi detectada na fra¢iao 1, que mostrou ser tao
eficiente quanto o Extrato Bruto na inibicdo da germinag¢ao dos esporos de A.
ochraceus, quando comparado com P. expansum. Entretanto, ambos mostraram
sensibilidade a toxina killer. As demais fra¢des ndo apresentaram resultados satis-
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fatérios na inibigao fungica, cujos valores mostraram menos da metade da eficién-
cia do extrato bruto, usado como controle positivo.

120 T 120

97.37
100 sEs 100 929 95.07

80 80
=] =]
i S
;§ 60 -§ 60
& £ 40.44
3 a0 32:87 £ a0
ES ES

20 4 b 20 4 1478

Extrato Bruto Fragdo 1 Fragdo 2 Fragdo 3 Extrato Bruto Fracdo 1 Fragdo 2 Fracdo 3
A Aspergillus ochraceus B Penicillium expansum

Figura 3 — Porcentagens de inibicdo da germinagdo de esporos de A. ochraceus e P. expansum

Fonte: Autoria prépria

Com base na Tabela 4 e Figura 3, o processo de ultrafiltragcdo nao foi eficiente
na purificag¢ao parcial da toxina killer de H. wingei, provavelmente devido ao fato
de esta toxina possuir peso molecular maior que 30 kDa. Por outro lado, os com-
postos com peso molecular < que 30 kDa foram eliminados, diminuindo assim a
presenca de uma parte de interferentes no meio, e consequentemente aumentando
a atuagao contra os fungos, quando comparado com o extrato bruto.

A toxina killer > 30 kDa produzida por H. wingei neste trabalho diferiu
daquelas relatadas por outros pesquisadores em leveduras do mesmo género,
como por exemplo as toxinas killer de 10.7 kDa de H. mrakii (SELVAKUMAR et
al., 2006), e de 8.5 — 9.0 kDa de H. saturnus. Apesar de as toxinas apresentarem
tamanhos diferentes, os autores relataram homologia de 87% entre as duas toxi-
nas (YAMAMOTO, 1986a; YAMAMOTO 1986b; TAKASUKA et al., 1995).

Por outro lado, Andrade (2011) caracterizou uma toxina killer de Kodamaea
obmeri ES92 como uma glicoproteina de massa molecular maior que 30 kDa,
ao passo que a toxina de Pichia anomala NCYC 432 foi determinada em 47
kDa (IZGU; ALTINBAY; ACUN, 2006). Toxinas killer possuem variadas mas-
sas moleculares que variam entre géneros e espécies, sendo seu tamanho deter-
minado pelos tipos de residuos monossacarideos que as constitui (SCHMITT;
BREINING, 2002).

A atividade de B-glucanases produzidas por leveduras tem sido relatada
em diversos géneros: Candida, Pichia, Hansenula e Saccharomyces (DEL REY
et al., 1979; SALIGKARIAS; GRAVANIS; EPTONA, 2002; BAR-SHIMON et
al., 2004).
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Yamamoto (1986b), em seu estudo, mostrou que toxina killer de H. mra-
kii, codificada por genes cromossomais, tem como sitio de liga¢ao B-1,3-glucana,
principal constituinte da parede celular fingica, e quando ligada causava danos
a permeabilidade, tornando-a osmoticamente fragil e defeituosa, resultando em
morte celular.

As proteinas killer do género Hansenula, particularmente, possuem estabi-
lidade em ampla faixa de pH (4,0-10,0) e manutencdo da atividade a 100 °C
(ASHIDA et al., 1983), além de ampla ac¢io contra leveduras patégeno-oportunis-
tas do género Candida spp. (HODGSON; BUTTON; WALKER, 1995).

Em estudo realizado por Simer (2013), H. wingei (AM22) mostrou-se killer
positiva perante as leveduras sensiveis de referéncia Candida glabrata NCYC 366,
C. albicans 12A e Pichia kluyveri CAY-15. O fato de atuar contra mais de uma
levedura sensivel sugere a possibilidade de a levedura em questdo ser capaz de
produzir uma toxina killer com amplo espectro de agdo, ou até mesmo estar asso-
ciado com a producdo de mais de uma toxina killer, a exemplo de toxinas K1, K2
e K28 produzidas por Saccharomyces cerevisiae (SCHMITT, BREINING, 2002).

Brock (1965) relatou atividade de duas exo-hidrolases (B-1,3 e B-1,6-glu-
canases) produzidas por H. wingei. Este fato, associado as informagoes da lite-
ratura, pressupde sugerir que a toxina de H. wingei possa estar associada a uma
B-glucanase com peso molecular maior que 30 kDa, uma vez que a andlise da
sequéncia de aminoacidos da toxina KS produzida por P. anomala foi comparada
com a de exo-f-1,3-glucanase, resultando em uma homologia de 100% (IZGU;
ALTINBAY, 2004).

5 Conclusao

O sequenciamento da regido ITS de A. ochraceus e P. expansum foi eficiente
na confirma¢do das premissas iniciais baseadas na identificacio morfoldgica.

O cultivo de H. wingei em caldo de cultura a 25 °C por 96 h resultou em
producido de toxina killer e este extrato bruto, quando submetido ao sistema de
ultrafiltra¢do, separou-se em fragdes de diferentes massas moleculares (moléculas
maiores que 30 kDa, entre 30 e 10 kDa e menores que 10 kDa).

A andlise das fracoes obtidas quanto a inibi¢cao da germinagao de Aspergillus
ochraceus e Penicillium expansum se mostrou eficiente com o controle positivo
(extrato bruto) e fragdo 1 (> 30 kDa).
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