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... € inevitavel chegarmos a conclusdo que todo
o passado e todo o futuro se redundam a um e
somente um momento: o presente. Nao temos
como agir no passado — mas somente nos
ressentir ou nos vangloriar no presente. Nao
temos como agir no futuro — mas somente
esperar ou nos prepararmos no presente. Assim,
embora tanto o passado como o futuro tenham
uma importancia relevante, ndo podemos nos
dispersar neles. Nao vivemos no passado e nao
vivemos no futuro. Por isso, a importancia de
permanecermos onde e quando efetivamente
estamos: no aqui-e-agora, descrevendo Nnosso
modo de ser ou agir e, com isso, possibilitando
um contato com o que € isto chamado de
“‘presente” e suas necessidades.

Hugo Elidio Rodrigues
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RESUMO

Em um ecossistema, o0os microrganismos sao essenciais, atuando
ativamente nos ciclos biogeoquimicos e na cadeia tréfica. As leveduras séo
importantes membros de muitos ecossistemas onde sdo encontradas
associadas a diversos microhabitats relacionados a plantas. Outros habitats
incluem solos, corpos d’agua e sedimentos, superficie externa e trato intestinal
de animais, especialmente de insetos. As populagcbes de leveduras estio
envolvidas em uma variedade de processos ecoldgicos. Na natureza, a
habilidade de excretar micocinas, ou toxinas “killer”, pode representar um
mecanismo potencial de competicao por interferéncia, na qual a producao de
compostos toxicos previne um competidor de acessar os recursos disponiveis.
Essas leveduras vem sendo indicadas para o uso biotecnolégico, sobretudo
para o controle biologico de fitopatogenos. Sendo assim, 16 estirpes
micocinogénicas, pertencentes as espécies Williopsis saturnus, Candida
yuanshanicus, Pichia membranifaciens, P. pijperi, C. stellimalicola, Dipodascus
capitatus e Trichosporon asahii, foram estudadas visando a utilizagao para tal
fim. Diferentemente de estudos prévios nos quais uma unica estirpe sensivel é
utilizada para a bioprospecc¢éo da atividade micocinogénica, nd6s usamos nove
leveduras alvo filogeneticamente diferentes. Apds avaliagdo do espectro de
atuacao das estirpes, pudemos concluir que existe uma variedade de toxinas
na nossa colegdo de leveduras micocinogénicas e que estas atuam na faixa
acida, porém em distintos valores de pH, mesmo quando as estirpes pertencem
a mesma espécie. Observamos que o aumento do numero de estirpes alvo
testadas resultou na obtencdo de uma maior diversidade de leveduras que
apresentaram atividade micocinogénica, dentre elas, Dipodascus capitatus e
Trichosporon asahii, espécies ainda nao citadas na literatura como
micocinogénicas. Devido seu amplo espectro de atuagdo, inclusive atuando
sobre fungos fitopatogénicos, uma estirpe de Williopsis saturnus e uma de
Candida yuanshanicus foram selecionadas e inoculadas em sementes de um
cultivar de milho plantadas em casa de vegetacédo. Apos 100 dias de cultivo
essas leveduras foram prevalentes em rizosfera e raiz (leveduras endofiticas),
nos tratamentos em comparagdo com o grupo controle ndo inoculado. Além
das espécies introduzidas no cultivar foram encontradas em raizes a espécie
Cryptococcus flavescens e em rizosfera foram isoladas as espécies Candida
maltosa, Cryptococcus laurentii e Torulaspora globosa. As estirpes
micocinogénicas inoculadas no cultivar de milho foram consideradas
competentes para a colonizagao da rizosfera de milho e capazes de sobreviver
como inoculantes, caracteristicas importantes para o emprego de leveduras no
controle biolégico como antagonistas de fungos fitopatogénicos.
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Abstract

In an ecosystem microorganisms are essential; they take an active part
in biogeochemical cycles and in food chains. Yeasts are important members of
many ecosystems where they are found associated with various plant
microhabitats. Other habitats include soil, waters, sediments and external
surfaces and intestinal tracts of animals, especially insects. Yeast populations
are involved in a variety of ecological processes. In nature, the ability to excrete
micotoxins or killer toxins can represent an interference competition mechanism
in which toxic compounds prevent competitors having access to available
resources. The use of these yeasts in biotechnology has been suggested,
particularly for the biological control of plant pathogens. In this work, 16
mycocinogenic strains, belong to the yeasts Williopsis saturnus, Candida
yuanshanicus, Pichia membranifaciens, P. pijperi, C. stellimalicola, Dipodascus
capitatus e Trichosporon asahii, were investigated with a view to evaluate this
biotechnological application. Different from previous studies where a single
sensitive strain for bioprospection for micocinogenic activity was used, we used
nine phylogenetically different target strains. The activity spectrum of our strains
suggests that there are a variety at mycotoxins operating at different pH values
within the acid range, including for different strains at the same species.
Furthermore, we observed that an increase in the number of studied target
strains yielded a greater diversity of micotoxin producing yeasts, including
Dipodascus capitatus and Trichosporon asahii. There is no previous report in
the literature of mycocinogenic yeasts belonging to these two species. Due to
their broad activity spectrum, including against phytopathogenic fungi, a
Williopsis saturnus and a Candida yuanshanicus strain were selected and
inoculated on seeds of a maize cultivar which were planted in a greenhouse.
After 100 days of cultivation, the inoculated yeasts were prevalent in the
treatment, associated with rhizosphere and roots (endophytics yeasts), when
compared to a non inoculated control group. In addition to the yeasts cultures
inoculated on the maize we also isolated Cryptococcus flavescens from
roots, where as in rhizosphere Candida maltosa, Cryptococcus laurentii e
Torulaspora globosa. The mycocinogenic cultures inoculated on maize were
considered effective for the colonization of maize rhizosphere and thus able to
survive as an inoculant, important features for the use of yeasts as biocontrol
agents against phytopathogenic fungi.
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Prefacio

Desde sua descoberta em 1963, por Bevan e Makower, e a classificagcao
de suas toxinas em 11 tipos, em 1978, por Young e Yagin; as leveduras “killer”,
ou micocinogénicas, tém sido estudadas intensamente, principalmente
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis. Este grupo de leveduras
inclui estirpes que secretam uma toxina que é letal para uma estirpe sensivel
de sua mesma espécie ou de espécies de diferentes géneros, sendo elas
mesmas imunes a sua propria toxina. Além disso, estas proteinas possuem um
espectro de agao altamente especifico e dependem de fatores extrinsecos
como pH, temperatura e condigbes de aeragdo, como ja foi mostrado na
década de 60 em trabalhos sobre a natureza do fator “killer” produzido por
Saccharomyces (Woods & Bevan, 1968).

Atualmente, os diversos estudos que tentam elucidar os mecanismos
deste fenbmeno podem ser agrupados em trés linhas basicas principais: a
avaliacdo da presenca do fendtipo “killer” nas diversas comunidades de
leveduras existentes; o estudo do modo de acao destas toxinas bem como a
origem de sua presenga em cada estirpe (plasmidial, viral ou cromossomal); e
a aplicacao destas caracteristicas nos diversos campos da ciéncia, sobretudo

na Biotecnologia.

Sabemos que o controle biolégico de doengas de plantas mediadas por
microrganismos saprofiticos ocorre naturalmente, e que algumas bactérias e
leveduras antagonistas tém sido relatadas como capazes de reduzir a
deterioragdo de frutas causadas por fungos no periodo pés-colheita (Chand-

goyal & Spotts, 1987). Assim, uma possivel aplicagao recentemente discutida é
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a utilizacao de leveduras com a habilidade de produzir micocinas como agentes
no controle de fungos fitopatogénicos importantes. Isto foi observado em
estirpes da levedura Zygosaccharomyces bailli, que secreta uma proteina
antifungica, a zygocina (Weiler & Schmitt, 2003), ou ainda, com uma estirpe de
Pichia membranifaciens que mostrou ter potencial como novo agente para o
controle de Botrytis cinerea, fungo que afeta culturas como batata, morango,
caqui, eucalipto, tomate, uvas e a producdo do vinho (Santos &
Marquina, 2004). Estas descobertas ampliam os horizontes da utilizagdo da
caracteristica “killer” para o controle de pragas que atingem a agricultura.
Considerando a importancia deste fato para a biotecnologia, foi realizado,
durante o desenvolvimento do trabalho de Mestrado intitulado “Bioprospeccéao
e caracterizagdo de leveduras ‘killer e seu potencial para utilizagdo em
Biotecnologia Vegetal”’, concluido neste Programa de Pds-Graduagao (Cabral,
2004), um levantamento de leveduras com expressdo de micocinas isoladas de
habitats estudados em diferentes projetos na Mata Atlantica, Floresta

Amazonica e em uma fazenda de agricultura organica.

Estes estudos preliminares nos estimularam a buscar um maior
conhecimento da acdo das micocinas produzidas pelas leveduras
pré-selecionadas, e, sendo assim, foram promovidos ensaios contra leveduras
filogeneticamente diversas. Tais ensaios permitiram verificar o espectro de
antagonismo destas estirpes, bem como suas caracteristicas quanto ao pH
ideal para a expressao das toxinas. Selecionamos estirpes com amplo espectro
de atuacdo e verificamos que estas possuem capacidade para a colonizagao

da rizosfera de milho mostrando intima relagdo com a planta.
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1. Introdugao
1.1. Diversidade de leveduras

Atualmente, € comum ouvirmos ou tratarmos do termo biodiversidade,
entretanto, na ecologia de comunidades este é um capitulo basico, que pode
ser entendido como a variedade e a variabilidade existente entre os
organismos vivos e as complexidades ecoldgicas nas quais elas ocorrem.
Portanto este termo se refere a relagdes quantitativas entre riqueza e
abundancia de espécies dentro das comunidades. A importancia da
diversidade na caracterizacdo das comunidades foi reconhecida no final do
século XIX. Desde entdo um dos padrdes mais notaveis observados na riqueza
de espécies em diferentes ecossistemas refere-se as diferengas nas regides
ecoldgicas, sendo maior nas regides tropicais do que nos climas temperados, e

esse aumento ndo se restringe aos ecossistemas terrestres (Botha, 2006).

Como parte da diversidade de um ecossistema, os microrganismos, sao
essenciais, visto que atuam ativamente na reciclagem de nutrientes, realizando
em suas atividades metabdlicas transformacdes bioquimicas diretamente
relacionadas com os ciclos biogeoquimicos e também na sintese de varios
compostos, atuando em varios niveis da cadeia tréfica (Atlas & Bartha, 1997).
O monitoramento da estrutura de comunidades microbianas foi fundamental
para o aumento do conhecimento de suas fungdes no ambiente. Estas funcdes
podem ajudar a manter um sistema do solo com os nutrientes disponiveis
assim como estabilizam agregados do solo para reduzir a eroséao e manter a
capacidade de armazenamento de agua (waterholding capacity) (Kennedy &

Gewin, 1997).
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Métodos de cultivo fornecem informacdes sobre a distribuicdo de
leveduras em solos que mostram a importadncia destas comunidades neste
habitat (Lachance & Starmer, 1998). Entretanto a maioria das revisbes na
ecologia microbiana faz poucas citagées sobre leveduras de solo. A maioria
dos estudos foi conduzida in vitro ou usando microcosmos, sob condi¢des
controladas e na auséncia de variagao dos fatores ambientais que podem influir
no metabolismo das leveduras no ambiente natural (Botha, 2006). Devemos
lembrar que nos ecossistemas, leveduras podem coexistir com uma larga
diversidade de algas, fungos filamentosos, procariotos, protistas macroscopicos
€ microscopicos, assim como com raizes de plantas. A sobrevivéncia e
desenvolvimento de espécies de leveduras ndo dependem necessariamente
das habilidades individuais especificas, mas é o resultado das interagdes com
a comunidade microbiana de solo (Botha, 2006). Interagbes binarias de
leveduras com outros microbios estudados in vitro, podem contribuir para o
melhor entendimento das interacbes de leveduras de solo em seu habitat
natural (Fracchia et al., 2003).

As leveduras sdo organismos ubiquos na natureza (Botha, 2006;
Lachance & Starmer, 1998; Phaff & Starmer, 1987), e s&o importantes
membros de muitos ecossistemas contribuindo significantemente para a
biodiversidade (Fleet, 1998). Sdo encontradas associadas a diversas partes
das plantas, como folhas, frutas, flores e tecido em decomposi¢cdo. Ocorrem
frequentemente nos solos - que € o repositério final para o armazenamento e
desenvolvimento de algumas espécies (Phaff & Starmer, 1987) -, nos

sedimentos, nos corpos d’agua e na superficie externa e trato intestinal de
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animais, especialmente de insetos (Molnar et al., 2008; Lachance & Starmer,
1998; Phaff & Starmer, 1987).

Leveduras de solo sdo conhecidas por ter habilidade para crescer em
condigdes oligotréficas (Kimura et al., 1998), mas também sao isolados de
habitats relativamente ricos em nutrientes tais como a rizosfera (Kvasnikov
et al., 1975) e restos organicos como estrume (Fell & Statzell-Tallman, 1998).
Encontrou-se que solos umidos ricos em nutrientes podem suportar uma maior
diversidade de espécies de leveduras que em solos aridos pobres em
nutrientes (Spencer & Spencer, 1997). Segundo Phaff e seus colaboradores
(1996) uma maior diversidade de leveduras é encontrada em solos abaixo de
plantas com frutas, ricas em carboidratos, caidas, desde que estas possam
atuar como indéculo para o solo durante o apodrecimento. Entretanto,
considerando a heterogeneidade do solo como um habitat, pode se esperar
que o numero de leveduras e espécies seja distribuido de maneira desigual
mostrando ainda uma variacdo temporal dependendo das circunstancias
ambientais.

Carmo-Sousa (1969) ja mencionava que leveduras ocorrem em um
grande espectro de tipos de solos de uma vasta diversidade de areas
geograficas, desde zonas articas até os tropicos. Isso vem se confirmando ao
longo dos anos em diversos trabalhos cientificos (Vital et al., 2002; Lachance &
Starmer, 1998; Abranches et al., 1998; Spencer & Spencer, 1997; Phaff &
Starmer, 1987). No entanto, o numero de leveduras, as quais ocorrem na maior
parte nos primeiros 10 cm de solo em consequéncia de sua habilidade de
crescer aerobicamente em uma larga diversidade de compostos de carbono, é

baixo comparados com o numero de procariotas e fungos filamentosos (Botha,
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2006). Em um ecossistema de solo funcional a transformacédo de energia
ocorre continuamente e inclui microbios e fauna macroscépica (Coleman &
Crossley, 1996). Os agentes primarios da decomposi¢ao, habeis para degradar
compostos diretamente ou indiretamente derivados das plantas, sdo as
bactérias e fungos filamentosos. Entretanto, as leveduras também s&o parte do
dominio dos fungos e a grande maioria das leveduras descobertas até agora é
saprofitica contribuindo para processos de mineralizagdo no ambiente pela
utilizacdo de uma larga escala de compostos de carbono organico (Botha,
2006). Algumas destas leveduras tém a capacidade de fermentar carboidratos,
e muitas sdo habeis para assimilar carboidratos e compostos organicos néo
fermentaveis (Kurtzman & Fell, 1998). A ocorréncia de leveduras como parte da
biota autéctone em solo (Lachance & Starmer, 1998) indica que estes fungos
possuem um papel na decomposicdo e dissipacdo de energia dentro do
ecossistema do solo assim como outros microrganismos (Botha, 2006).

Uma sucessao de populagdes de leveduras esta envolvida em uma
variedade de processos ecologicos e bioquimicos devido a sua habilidade em
usar os agucares simples presentes em frutas, vegetais, bebidas e outros
produtos agricolas que sao importantes micro-habitats para uma variedade de
espécies de leveduras na natureza (Kurtzman & Fell, 1998). Recentemente, a
fim de preencher algumas lacunas no conhecimento ecolégico, foram
realizados estudos sobre a biodiversidade de leveduras no ambiente natural e
em areas de cultivo a fim de definir o impacto destas em produtos alimenticios
(Buzzini & Martini, 2000b). Dentre os processos ecoldgicos estudados, um vem
chamando a atencdo de diversos grupos de pesquisa pelo mundo, que € a

capacidade de excregdo, por algumas leveduras, de micocinas, também
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chamadas de toxinas “killer”. O fendmeno “killer” ndo € de ocorréncia exclusiva
das leveduras. A produgao de proteinas que possuem toxicidade especifica
para organismos relacionados, associada a imunidade especifica, € conhecida
para fungos da ordem Ustilaginales (carvdes), mixomicetos, paramécios e
bactérias. As proteinas bacterianas com capacidade antibidtica sdo chamadas
de bacteriocinas e para destacar a natureza de tais interagcdes antagonistas é
preferivel chamar as toxinas “killer” de micocinas e as estirpes “killer” de

micocinogénicas (Golubev, 1998).

Em 1984, Tipper e Bostian sujeriram que o verdadeiro papel da excre¢ao
de micocinas em comunidades naturais de leveduras € desconhecido e a maior
parte das discussbes sobre o assunto €& aparentemente especulativa
(apud Starmer et al., 1986). Entretanto varias relagées “killer” - sensiveis foram
estabelecidas e a ocorréncia muito difundida deste fendbmeno nos mostra que
este possui um grande papel na ecologia de leveduras (Stumm et al., 1977). A
producdo de micocinas parece funcionar como um fator limitante a ocorréncia
de outras leveduras, representando um dos mecanismos de antagonismo entre
as leveduras durante a fermentagdo espontanea (Abranches et al, 1998).
Essas toxinas representam um importante papel na ecologia de leveduras,
através da eliminagdo de linhagens sensiveis em substratos onde estas
co-ocorrem com leveduras “killer” (Abranches et al, 1998). Um fato que
corrobora com esta afirmagdo é que estirpes de leveduras produtoras de
micocinas podem ser isoladas de varias fontes, mas sua ocorréncia &€ mais
frequente em habitats onde populagdes de leveduras atingem uma maior
densidade, ou seja, onde a competicdo é mais intensa (Golubev, 2006). Isso

pode ser observado quando analisamos diferentes trabalhos de investigacao
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da presencga da atividade micocinogénica, como podemos verificar na Tabela 1,
que resume resultados de trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa. A
natureza do fendbmeno “killer” sugere ainda que este seja um mecanismo
potencial de competicdo por interferéncia, no qual a producdo de compostos
téxicos impede um competidor de acessar os recursos disponiveis (Morais et
al., 1995; Starmer et al., 1987). As leveduras sao microrganismos saprofiticos e
colonizam substratos em decomposi¢cado durante a fase inicial da necrose, seria
esperada a selecdo de um mecanismo que conferisse alguma vantagem
durante essa fase (Starmer et al., 1987). Na natureza, a competicdo ocorre
quando dois ou mais individuos ou populacdes afetam de modo adverso o
crescimento, sobrevivéncia, aptidao, e/ou tamanho populacional um do outro, ja
que os organismos envolvidos geralmente utilizam um recurso comum e pouco
abundante (Abranches et al., 1998). Além das leveduras “killer”’, existem as
chamadas leveduras “super-killer”, que séo linhagens que eliminam grande

parte das espécies que ocupam um dado substrato (Abranches et al., 1998).

Tabela 1: Incidéncia de atividade micocinogénica nos diferentes habitats tropicais estudados.

Habitat estudado N° de isolados N° de “killers” Espécie killer prevalente
Estirpes  Espécies  Estirpes  Espécies
Amapa (Fruto) 179 38 23 9 Pichia kluyveri
Drosophila 98 34 9 6 Pichia kluyveri
Cactus 590 34 24 4 Pichia kluyveri
Solo Amazonico 240 57 6 3 Williopsis saturnus var. subsufficiens
Rizosfera de milho 53 12 4 2 Candida yuanshanicus
Jaca (Fruto) 50 12 10 6 Pichia membranifaciens
Goiaba (Fruto) 133 29 22 9 Pichia kluyveri
Fezes de marsupial 60 29 6 2 Pichia anomala

Fruto Amapa (Parahancornia Amapa) coletada na Floresta Amazonica (Morais et al., 1995); Drosophilas ¢
Cactus da Mata Atlantica, Rio de Janeiro (Morais et al., 1992); Solo Amazonico (Vital et al., 2002); Rizosfera de
milho de fazenda agroecoldgica, Rio de Janeiro; Fruto da Jaqueira (Artocarpus heterophyllus) , Pico da Pedra
Branca, Rio de Janeiro (Carvalho, 2007); Fruto da goiabeira (Psidium guajava) coletada em Mata Atlantica e
area rural, Rio de Janeiro (Abranches et al.,2000); Fezes de marsupial (Didelphis marsupialis) coletado em
campo de cultivo e pasto, Rio de Janeiro (Abranches et al., 1998).

Esta atividade tem sido detectada principalmente em leveduras isoladas

de frutos maduros ou em estagio de apodrecimento, exudatos vegetais,
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estruturas vegetais em decomposicao, agua e raramente em solos (Buzzini &
Martini, 2000b; Abranches et al., 2000 e 1998; Morais et al., 1995; Starmer et
al.,1987; Stumm et al., 1977). Segundo Starmer (1987), leveduras encontradas
em frutos deteriorados apresentam maior incidéncia de atividade “killer”,
enquanto leveduras isoladas de cactos e arvores apresentam baixa atividade
“killer”. Isto mostra que o microhabitat do fruto parece favorecer a sucessao de
microrganismos capazes de produzir toxinas “killer”. A especificidade dos
habitats ndo é determinada apenas pela composi¢cao de nutrientes presentes,
mas também por fatores ambientais, tais como pH, temperatura e umidade,
pelos vetores que se utilizam destes substratos e pela presenca de compostos
inibitérios como a produgéo e excregcado de toxinas “killer” (Phaff & Starmer,
1987).

Conforme a literatura uma das principais caracteristicas destas toxinas é
que sua atividade esta relacionada a grupos que sédo filogeneticamente
relacionados a estirpe produtora, entretanto o grau de relagdo pode variar
consideravelmente, sendo que algumas estirpes micocinogénicas produzem
compostos quimicos que sao ativos contra uma larga escala de ascomicetos e
basidiomicetos filogeneticamente distantes (Golubev et al., 2001; Golubev &
Nakase, 1991). Até o momento, além do Género Saccharomyces, esse tipo de
toxina ja foi detectada nos géneros Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Hansenula, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Ustilago,
Williopsis e Zygosaccharomyces (Schmitt & Breinig, 2002; Young & Yagiu,
1978; Izgu, 2006), o que mostra que esta caracteristica esta amplamente

distribuida entre as leveduras (Magliani et al., 1997).
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E claro que tal distribuicdo pode ser ainda maior, visto que nas
monografias taxonémicas, um numero significativo de espécies listadas €
estudado a partir de uma unica estirpe cuja origem é vagamente descrita. Em
vitude do declinio rapido de muitos habitats naturais devido ao
desenvolvimento urbano e industrial e ao pequeno numero remanescente de
regides selvagem no mundo inteiro, se pressionou a procura por novas
leveduras. E de consenso dos ecologos que a base da ecologia é a descrigao
taxonémica, entretanto, € vital que os novos exames taxonémicos incluam uma
abordagem ecoldgica, e que os métodos de isolamento sejam planejados para
elucidar aspectos ecoldgicos (Lachance & Starmer, 1998).

O isolamento de microrganismos do ambiente € o primeiro passo do
microbiologista na busca por produtos naturais, entretanto ndo ha um meio de
cultura ou condigédo de cultivo que possa favorecer a propagacao de todos os
tipos microbianos presentes numa amostra ambiental. A quantidade e a
diversidade dos microrganismos isolados de um dado micro-habitat € um
reflexo da condic&o natural juntamente com os procedimentos de isolamento e
condigdes de cultivo impostas pelo microbiologista (Hunter-Cevera & Belt,
1999). Grande parte do conhecimento adquirido sobre a distribuicdo das
leveduras no meio ambiente esta baseado no uso de poucos métodos de
isolamento e de meios de cultivo muito semelhantes, por isso para a deteccao
de maior diversidade presente nas amostras ambientais, técnicas de
enriquecimento utilizando grandes volumes de inéculo, combinadas com meios
seletivos podem ser usadas para aumentar a sensibilidade de deteccdo de
determinadas espécies ou grupos de leveduras (Buck et al., 1977; Hagler et al.,

1986).
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A utilizacdo de meios seletivos de cultivo e modificacbes nos
procedimentos de pré-tratamento das amostras vém sendo empregados e
permitiram, em comparacdo com os métodos tradicionais de plagueamento
direto, a detecgao de diversidade adicional de leveduras de alguns habitats
tropicais tais como frutos em decomposi¢cdo, sedimentos de mangue e
fitotelmata de bromélias (Carvalho, 2007; Garcia, 2007; Pinotti, 2003). Porém,
quando diferentes métodos e meios de isolamento sao utilizados para uma
mesma amostra, observamos uma grande redundancia no isolamento. Esta
redundancia pode ser diminuida por métodos de triagens como, por exemplo,
através do desenvolvimento de meios contendo corantes capazes de distinguir
espécies ou grupos de leveduras baseados em caracteristicas fisiologicas.
Estes meios baseiam-se nas diferencas da producdo secundaria pelas
leveduras durante o matabolismo da glicose, o que resulta em uma variagao do
pH das col6nias e do meio ao seu redor. Estes microrganismos podem oxidar
acidos organicos presentes nos meios de cultivo ou de produtos metabdlicos
formados na cultura, como resultado do metabolismo de fontes de nitrogénio,
gerando amdnia. A mudanga do pH pode ser detectada com indicadores

apropriados (Garcia, 2007).

1.2. A taxonomia de leveduras

Dentre os fungos, as leveduras constituem um grupo filogeneticamente
diverso, que se apresentam predominantemente sob forma unicelular.
Pertencem ao dominio Eucaria, reino Fungi, divisdo Eumycophyta
(Eumycetes). As classes sdo distintas segundo a capacidade de formar

esporos dentro de ascos — classe Ascomycetes - ou produzi-los externamente
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em basidios - classe Basidiomycetes. As espécies para as quais um estagio
sexual nao €& conhecido sao classificadas como Ascomycetes ou
Basidiomycetes anamorfos, de acordo com a resposta ao teste de DBB-Urease
(Hagler & Mendonga-Hagler, 1991).

As leveduras ascomicéticas estdo divididas em trés classes, a maioria
pertence a classe Hemiascomycetes que inclui as leveduras da ordem
Saccharomycetales, leveduras que se dividem por brotamento e alguns
géneros classificados como leveduriformes Ascoidea e Cephaloascus. A classe
Archiascomycetes reperesentada por Schizosaccharomyces (divisdo por
fissdo), Taphrina, Protomyces, Saitoella e Pneumocystis. E os Euascomycetes
com os géneros Endomyces e Oosporidium (Rosa & Peter, 2006; Kurtzman,
1998). As leveduras basidiomicéticas estdo divididas em trés classes,
Ustilaginomycetes, Urediniomycetes e Hymenomycetes. A identificagdo e a
posicao filogenética das leveduras basidiomicéticas nem sempre é facil, parte
devido a dificuldade de se entender a relagdo filogenética entre as leveduras
basidiomicéticas e os fungos filamentosos. O dimorfismo (fase leveduriforme e
fase filamentosa) foi reconhecido como estagios distintos nos fungos
heterobasidimicetos, como nas espécies de Tremella e Filobasidiella. Com
excecdo das espécies de Xanthophyllomyces, todos os géneros de
basidiomicetos telomorficos possuem uma fase filamentosa (Fell et al., 2000).

A taxonomia convencional utiliza os varios aspectos morfolégicos,
fisiologicos, sexuais e ecoldgicos para classificar e identificar as leveduras
(Lopes et al, 1998). Entretanto o polimorfismo existente entre estirpes de
leveduras de uma mesma espécie, como também a existéncia de espécies

intimamente relacionadas, resulta por vezes na dificuldade de se identificar
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determinadas estirpes com base unicamente nas suas caracteristicas
fenotipicas (Lopes et al., 1998). Hoje, ja € universalmente entendido que a
classificagao de leveduras requer uma abordagem polifasica (Yarrow, 1998), na
qual critérios moleculares sdo combinados a caracteristicas fenotipicas que
tenhamos uma identificagcdo mais precisa (Scorzetti et al., 2002; Kurtzman &
Robnett, 1998; Valente et al., 1996). Esta abordagem inclui uma identificagcao
em nivel de género com o estudo da fisiologia e morfologia celular seguido da
utilizacdo de uma ou mais técnicas moleculares, como a hibridizagdo nDNA —
NDNA; a determinagao de cariétipos por eletroforese em gel de campo pulsante
(pulsed field — PFGE); ou o sequenciamento do DNA ribossomal das regides
D1/D2 e ITS (Kurtzman, 1998; Kurtzman & Robnett, 1998; Fell et al. ,2000).

As relagcbes filogenéticas entre leveduras tem sido estudadas
principalmente por comparagdo de sequéncias dos genes rDNA, ja que
comparacgdes de sequéncias de diferentes estirpes é feita facilmente e, com a
selecdo dos genes apropriados, podemos entender a relagcédo filogenética
existente (Kurtzman & Robnett, 1998). O principal avango deste método é que,
ribossomos compartiham uma origem evolucionaria comum a todos os
organismos, o que permite a comparagdo de grupos de espécies proximas e
distantes (Kurtzman, 1992, apud Lopes et al., 1998) Os &cidos ribonucleicos
ribossémicos (rRNA) estdo presentes em todos os organismos e neles
executam a mesma fungédo. Sdo originarios de um ancestral comum sendo,
portanto, homologos (Kurtzman, 1992, apud Lopes, et al., 1998). Os genes
que os codificam (rDNA) apresentam um grau de conservagdo elevado
podendo acumular variabilidade em maior ou menor grau em diferentes regides

da molécula. Tais regides variaveis contém informacéo suficiente para que se
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possa discriminar entre moléculas diferentes. Estirpes de leveduras cujas
sequéncias obtidas da regidao D1/D2 da subunidade 26S do rDNA mostraram
similaridade abaixo de 99% foram consideradas espécies diferentes (Hong
et al., 2001; Kurtzman & Robnett, 1998) e estirpes tipicamente coespecificas
diferiram menos do que 1% neste dominio (Stratford et al., 2002; Kurtzman &
Robnett, 1998; Kurtzman & Blanz, 1998)

Muitas espécies de leveduras podem ser diretamente identificadas pelo
sequenciamento, alinhamento e analise das sequéncias da regiao D1/D2 em
bancos de dados genéticos disponiveis na Internet e ter assim um
enquadramento adequado dentro de uma arvore filogenética. Alternativamente
ou de forma complementar, a regido intergénica ITS (Internal transcribed
spacer) tem sido apresentada para ajudar a elucidar a identificagdo quando
espécies filogeneticamente relacionadas ndo podem ser separadas unicamente
pela analise das sequéncias da regidao D1/D2 (Scorzetti et al., 2002; Fell, et al.,
2000). Devemos considerar que arvores filogenéticas estruturadas a partir das
regides ITS e D1/D2 nao sao inteiramente resolvidas, visto que poucos clados
receberam a devida atengao, o que resulta em evidéncias insuficientes para a
decisdo nomenclatural, principalmente em nivel de género (Scorzetti et al.,
2002). Entretanto, estas arvores filogenéticas sado dindmicas, e conforme novos
grupos taxonémicos forem surgindo, os arranjos das ramificagdes mudarao o
que deve evidenciar os relacionamentos evolutivos (Scorzetti et al., 2002; Fell
et al., 2000). Atualmente, alguns clados estdo sendo reorganizados com base

na analise de sequéncias variadas do rRNA (Kurtzman et al., 2008).

Com o crescimento da engenharia genética e a identificacdo legal de

microrganismos uteis para fim de patente, nasceu a necessidade de uma
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identificacdo precisa de culturas comerciais em nivel de estirpe
(Buzzini & Martini, 2000b; Lopes et al., 1998). Embora a hibridizagcao
NDNA-nDNA tenha sido testada como uma ferramenta util neste sentido, sua
precisao soO atinge a espécie. Entretanto, a extrema variabilidade do fenémeno
“killer” tem sido apontada, como uma solucao para a identificacdo em nivel de
subespécie (Buzzini & Martini, 2000b). Padrées de sensibilidade e toxicidade
“killer” de algumas espécies podem ser combinados correlacionando-se estes
dados com informagdes de similaridade do seu rDNA (Golubev & Nakase,

1991).

1.3. A producao de Micocinas por Leveduras
1.3.1. A Descoberta do Fenémeno “Killer”

Em 1963, Bevan e Makower descobriram o fendmeno “killer” em
Saccharomyces cerevisiae (revisado por Schmitt & Breining, 2002), e a
existéncia de 3 fendtipos para as leveduras: “killer’, neutra e sensivel. As
leveduras “killer”, ou micocinigénicas, se caracterizam por secretar uma toxina
que é letal para determinada estirpe, a qual € chamada sensivel, de sua
mesma espécie ou de espécies de diferentes géneros, sendo as estirpes
“killer”, imunes a sua propria toxina. As estirpes neutras ndo produzem toxinas
nem sao sensiveis a toxinas “killer” (Woode & Bevan, 1968 apud Abranches,
1995).

Young e Yagiu (1978) classificaram 11 tipos de toxinas “killer’ (Ky — K11)
e 11 diferentes espectros de resisténcia (R1 — Rq1), e disseram que estirpes
com o0 mesmo padrao “killer” podem mostrar diferentes espectros de

resisténcia. Além disso, algumas estirpes com toxinas “killer” diferentes podem
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possuir o mesmo padrao de resisténcia. As toxinas sao produzidas durante o
crescimento exponencial do ciclo celular, onde recursos sdo abundantes e em
geral o pH é baixo. Esta é a condicdo natural de muitos substratos de
leveduras durante a colonizagédo, especialmente em frutas (Starmer et al.,
1987). Em um estudo realizado com uma estirpe industrial de S. cerevisiae, a
atividade maxima da micocina ocorreu apdés 24 h de crescimento, o que
corresponde ao fim da fase de crescimento rapido e o inicio da fase
estacionaria (Soares & Sato, 2000). Segundo Starmer et al. (1987), a estirpe
sensivel, pode tornar-se resistente a toxina, caso ocorram mutagdes nos

receptores da parede celular, ponto inicial da atuagao da toxina “killer”.

1.3.2. Mecanismos de agao das Micocinas

Tao diverso quanto o grupo de leveduras produtoras de micocinas, € seu
modo de agao e sua base genética para a expressao fenotipica “killer” (Weiler
et al., 2002; Jablonowski & Schaffrath, 2002). Diferentes micocinas parecem
exibir diferentes mecanismos de agao (Buzzini & Martini, 2000b) e interagem
com receptores de membrana especificos como foi demonstrado em estudos
de resisténcia com mutantes (Hutchins & Bussey, 1983, apud Kawamoto et al.,
1990). A determinacao genética da atividade micocinogénica pode se dar tanto
na forma de um plasmidio de DNA linear, como na forma de particulas
semelhantes a virus de RNA dupla fita, assim como também pode estar
codificada no cromossomo (Magliani et al., 1997 Schimitt & Breinig, 2006). Os
sistemas “killer” mais intensamente estudados sdao aqueles presentes em
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis (Weiler et al., 2003; Santos
et al, 2005 Marquina et al., 2002), porém o0s mecanismos de

Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora uvarum, Pichia membranifaciens,
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Debaryomyces hansenii e Schwanniomyces occidentalis, vém sendo
investigados (Santos et al., 2005).

Em S. cerevisiae as micocinas tém sido classificadas em K1, K2, K3 e
K28, sendo que o tipo K3 nao foi claramente distinto da toxina K2 (Schmitt &
Breinig, 2002; Schmitt et al., 1989, 1996; Young & Yagiu, 1978).

Embora as toxinas do grupo S. cerevisiae possuam formas diferentes de
agcao, compartilham de algumas particularidades: S&o toxinas virais que
promovem a morte das células sensiveis em dois passos, 0 primeiro
envolvendo uma ligagao rapida, independente de energia, da toxina ao receptor
da parede celular da célula alvo (R1) e o segundo, dependente de energia para
a translocagdo da toxina e interagcdo com o receptor secundario (R2) da

membrana plasmatica (Schmitt & Radler, 1987).

Alvo da K1 Alvo da K28
Membrana plasmatica Nucleo

Parede celular

Membrana

i Fluxo e E,
i K+ H+ )
Parede celular l

Bloqueio da sintese de DNA

Figura 1: Modelos dos mecanismos de ac;éo para S. cerevisiae proposto por Schimitt &
Breinig (2002).

A toxina mais estudada até hoje € o tipo K¢ de S. cerevisiae. Trata-se de
uma proteina de baixo peso molecular, monomérica, termolabil, sendo ativa
somente entre pH 4,2 - 4,6. A toxina €& secretada durante o crescimento

exponencial e mata células sensiveis pela inibicdo coordenada da sintese de
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macromoléculas e danos na membrana plasmatica, com posterior perda de
ATP e ions potassio (Starmer et al, 1992). As toxinas K1 e K2 agem
primeiramente ligando-se ao receptor da parede celular (-1,6-D-glucana
penetrando na célula e alcangando o receptor R2, a Kre1p - uma proteina
glicosilada da superficie celular. Depois de ancorada na membrana
citoplasmatica, a toxina exerce seu efeito letal causando a formag&o de canais
de ions e a disfungdo da membrana (Schmitt & Breinig, 2002; Wickner, 1996).

A toxina K28 foi a primeira toxina “killer” viral com a qual foi demonstrado
que a entrada na célula alvo se da por endocitose, via complexo de Golgi e
reticulo endoplasmatico (Eisfeld et al., 2000). Apds sua ligagdo ao receptor
a-1,3,-manoproteina (Schmitt & Radler, 1987) e consequente entrada na célula,
a toxina atravessa a trajetéria da secregcdo em sentido inverso - via complexo
de Golgi e reticulo endoplasmatico - , e, subsequentemente, penetra no nucleo
celular (citosol), onde traduz seu sinal toxico impedindo o ciclo celular na fase
G1 ou S e bloqueando a sintese de DNA (Eisfeld et al., 2000).

Kluyveromyces lactis secreta uma proteina heterodimérica com largo
espectro de inibicdo. Diferente da toxina K1 em S. cerevisiae, K. lactis nao
provoca uma rapida formacao de poros na membrana citoplasmatica, mas inibe
a divisédo celular (Butler et al., 1991 a, b; Panchal et al., 1985). Sua
caracteristica de utilizar a lactose como unica fonte de carbono, a distingue da
maioria das leveduras e permite que isolados desta espécie sejam utilizados
em produtos da industria de leite (Valderrama et al., 1999 apud Schaffrath &
Breunig, 2000).

Outras leveduras tém suas toxinas como alvo de pesquisa e algumas ja

tiveram seus mecanismos elucidados, no entanto, pesquisadores de varios
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campos da ciéncia, munidos de inumeras ferramentas de biologia molecular,
buscam descrever como atuam as diversas micocinas encontradas, bem como
determinar qual é o papel ecolégico destes microrganismos na natureza.
Somente o conhecimento das interacbes das toxinas, assim como, de suas
caracteristicas quimicas, nos possibilitara utilizar essa caracteristica de

algumas leveduras comercialmente.

1.3.3. Aplicagao de Leveduras Micocinogénicas em Biotecnologia

A biotecnologia tem sido definida como a aplicagdo de sistemas
biolégicos a processos aplicados, na industria e agricultura. Para que se
desenvolva plenamente o potencial de cada um destes sistemas, € necessaria
a integracédo das diversas areas da biologia, incluindo a biologia molecular, a
quimica e a engenharia (Lieberman et al., 1999).

O uso de microrganismos para a obtencéo de produtos e processos que
beneficiam o nosso estilo de vida sécio-econbmico tem sido uma parte da
histéria humana desde os tempos das civilizagées mais primitivas (Hunter—
Cevera & Belt, 1999). Atualmente, dentre os processos biotecnoldgicos,
destaca-se o biocontrole de fungos fitopatogénicos. Embora representem os
primeiros organismos documentados explorados pelo homem como agentes
biotecnolégicos (Kirsop, 1988), as leveduras, dentre os microrganismos do
solo, tém recebido pouca atencdo como agentes de biocontrole em
comparagdo com as bactérias, actinomicetos e fungos filamentosos
antagonistas (El —Tarabily, 2006).

O controle biolégico de doengas pés-colheita fez grandes avancgos,

especialmente durante a década passada, quando sua utilizagao foi provada
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sob circunstancias comerciais (Janisiewicz & Korsten, 2002). Neste periodo
foram registrados nos Estados Unidos da América o BioSave™ 100 E 110 (Jet
Harvest Solutions, Longwood, FL, USA) contendo estirpes saprofiticas da
bactéria Pseudomonas syringae (Janisiewicz & Jeffers, 1997; Janisiewicz &
Marchi, 1992) e o Aspire '™ (Ecogen, Inc., Langhorne, PA, USA) baseado na
levedura Candida oleophila (Droby et al., 1998, 1993), ambos sendo utilizados
para o tratamento pds-colheita de maca e frutas citricas. Atualmente, outros
produtos biotecnolégicos destinados a aplicagdo pés-colheita com leveduras ja
estdo no mercado: YieldPlus™ (Anchor Yeast, Cape Town, ZAF) contendo
Cryptococcus albidus (De Koch, 1998 apud Janisiewicz et al., 2008), e
Shemer™ (AgroGreen, Asgdod, ISR) contendo Metschnikovia fructicola
(Karabulut et al., 2002; Kurtzman & Droby, 2001); ambos utilizados no
tratamento de muitas frutas, incluindo uva, maca e frutas citricas no controle
biolégico de fitopatogenos.

Na industria de fermentagcdo a aplicagdo do fendmeno “killer” tem
aumentado consideravelmente. As leveduras “killer” com boas caracteristicas
fermentativas tém sido selecionadas para a producdo de cerveja, vinho e
saqué, sendo usadas como iniciadores para prevenir contaminacdes por cepas
selvagens sensiveis (Seki et al., 1985). Izgu e colaboradores (1997), sugeriram
a utilizagao das toxinas K3 e K8 para a construcao de estirpes industriais dada
a resisténcia destas proteinas contra Candida tropicalis. Por outro lado, existem
casos em que as leveduras “killer” sdo as contaminantes, fazendo delas, as
responsaveis pela deterioragdo de alimentos e pela produgdao de compostos

indesejaveis (Seki et al., 1985).
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Em alguns estudos foi demonstrado que leveduras de vinho
geneticamente modificadas produzindo simultaneamente diferentes toxinas
“killer” tém sua habilidade antagbnica aumentada significativamente,
possibilitando a competicdo com leveduras “killer” contaminantes, tais como os
géneros Candida, Hanseniaspora, Kloeckera e Pichia (Schmitt &
Breining, 2002; Kimura et al, 1995a). O uso da tecnologia do DNA
recombinante para a formacado de multiplos padroes de toxinas “killer” em uma
levedura confere uma forte vantagem seletiva para aplicagdo na fermentagao
industrial, contra contaminagéao por leveduras “killer” (Schmitt & Breining, 2002).

A aplicabilidade destas toxinas em medicina tem sido sugerida, pelo fato
das mesmas ndo agirem em bactérias, evitando danos a microbiota normal;
também por ndo agirem em células eucariéticas de animais; e, em mamiferos
serem rapidamente inibidas pela atividade proteolitica do estémago e duodeno
(Pfeiffer et al., 1988).

Durante as duas ultimas décadas vem crescendo dramaticamente o
aparecimento de infecgbes por fungos em humanos. Sendo assim, pesquisas
tém mostrado que proteinas antifungicas, peptideos e seus derivados sintéticos
possuem grande potencial para serem usados no tratamento de tais infecgdes,
que acontecem, particularmente em pacientes imunodeprimidos. Toxinas
“killer” secretadas, principalmente produzidas por leveduras
nao-Saccharomyces, apresentam um largo espectro de atividade “killer” contra
um grande numero de patdgenos de plantas e humanos, incluindo a atividade
anti-Pneumocytis carinii, em uma recente descrigdo de estirpe “killer” de

levedura Pichia anomala (Schmitt & Breining, 2002).
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Outra forma de aplicagao do fenédmeno “killer” refere-se ao uso deste em
manipulagdo genética de plantas. Na tentativa de se obter resisténcias a
patdgenos, plantas tém sido manipuladas geneticamente a fim de produzirem
substancias toxicas, como polipeptideos (Selitrennikoff, 2001; Schmitt &
Breining, 2002). Estirpes da levedura Ustilago maydis sao infectadas
naturalmente por ds-RNA virus, que contém informagdes genéticas para a
secrecao de uma toxina proteica anti-fungica. Esta caracteristica tem sido vista
como um atrativo e unico modelo para a introdugéo de resisténcia a fungos em
plantas de tabaco (Schmitt & Breining, 2002). Algumas espécies de leveduras
mostram significativa atividade, in vitro, contra fungos fitopatogénicos, como foi
demonstrado contra os fungos Rhizoctonia solani, Fusarium equiseti e
Phytophthora infestans, todos inibidos por Saccharomyces cerevisiae,
Pichia anomala e Williopsis mrakii (Walker et al., 1995). Outro exemplo de
antagonismo foi observado em Zygosaccharomyces bailli. Zygocina, uma
proteina antifungica secretada pela levedura mostrou toxidade contra os fungos
Fusarium oxysporum e Colletotrichum graminicola (Weiler & Schmitt, 2003).

Segundo Kimura & colaboradores (1995a), micocinas secretadas por
Williopsis mrakii e Williopsis saturnus var. saturnus apresentaram-se estaveis
ao aquecimento e a um amplo espectro de pH, fatores que colaboram para o
uso destas toxinas como modelos para o desenvolvimento de novos agentes
antifungicos. O largo espectro de atividade das toxinas “killer” bem como sua
alta especificidade nos permite vislumbrar sua utilizacdo no controle de
doengas, sobretudo no biocontrole de fitopatdgenos, na tentativa de
diminuirmos a necessidade de utilizagao de pesticidas e os custos da producéao

agricola.
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1.4. Caracteristicas dos fungos fitopatogénicos selecionados para teste

O Brasil é reconhecido como um dos principais paises na aplicagao de
praticas agricolas sustentaveis tais como o cultivo direto e a fixagao bioldgica
de nitrogénio. Sua rica biodiversidade e clima tropical permitem que seja um
grande exportador de varias frutas e grédos assim como seus produtos
derivados.

Apesar destes aspectos favoraveis a agricultura brasileira, ainda temos
muitos desafios: os elevados gastos com insumos e pesticidas, por exemplo,
que consomem grande parte dos investimentos em pomares de laranja, e a
ocorréncia de infestagdes de culturas por fungos fitopatogénicos, responsaveis
por grandes perdas na agricultura brasileira.

De acordo com o Sindicato Nacional das Industrias de Produtos para
Defesa Agricola (SINDAG), a venda de defensivos agricolas de janeiro a
outubro de 2008 totalizou um pouco mais de 10 bilhdes de Reais, dentre eles
os produtos para o controle de fungos fitopatopatogénicos que infestam
culturas na agricultura brasileira, dentre os quais estdo as espécies
Colletotricum  gloeosporioides,  Moniliophthora  perniciosa  (=Crinipellis
perniciosa), Fusarium solani e Fusarium graminiarum. Estes gastos n&do sédo
gastos exclusivos no Brasil. Em um estudo recente Pimenta e seus
colaboradores (2008) levantaram que US$ 30 bilhdes sdo gastos anualmente
com pesticidas no mundo inteiro e que 25 milhdes de trabalhadores sofrem
envenenamento por sua ocupagado na agricultura em paises em vias de
desenvolvimento. Somado a isto, estd a preocupagdo com os residuos de

fungicidas nas frutas e seu possivel efeito na saude humana e no ambiente,
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além da resisténcia aos fungicidas por alguns patégenos (Pimenta et al., 2008;
Rist & Rosenberger, 1995). Nos ultimos anos os esforcos dos pesquisadores
tém sido direcionados para o desenvolvimento de novos métodos de controle,
sendo o controle bioldgico a alternativa mais promissora (Kinay & Yildiz, 2008;
Pimenta et al., 2008; Rist & Rosenberger, 1995; Droby et al., 1998, 1993). As
espécies abaixo citadas sdo responsaveis por grandes perdas no setor agricola
do pais, por isso foram escolhidas, neste trabalho, para testarmos o potencial
das leveduras “killer” encontradas, como agentes no biocontrole desses
fitopatégenos.

O fungo Colletotricum gloeosporioides é responsavel pela antracnose,
doenca que se caracteriza pela presenca de manchas necréticas nos frutos,
folhas, flores e ramos podendo evoluir para a seca dos ramos e ponteiras, seca
ou abscisdo das folhas e flores, e queda prematura e / ou podridao do fruto.
Este fungo sobrevive como sapréfita no tecido morto e tem como principais
agentes disseminadores, insetos e respingos de chuva. A infecgdo ocorre nos
frutos ainda jovens, permanecendo latente até que ocorra o crescimento e a
maturacao dos frutos. A antracnose € considerada a principal doenga pos-
colheita do mamao e, além disso, trata-se de uma doeng¢a muito difundida nas
Américas ocorrendo em diversas culturas, como: abacate, pinha, graviola,
caqui, tangerina, figo, cupuagu, fumo, goiaba, mag¢a, mandioca, manga,
maracuja, pimenta do reino, algumas plantas ornamentais e o grupo das
solanaceas (berinjela, jil6, pimentdo e pimenta), que em campos com alta
concentragédo do fungo, 100% dos frutos podem ser atingidos pela doenga em

pouco tempo (Kurozawa & Pavan, 1997).
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Outro fitopatdégeno investigado neste trabalho foi o fungo Moniliophthora
perniciosa, causador da Vassoura-de-Bruxa, doenca caracterizada por uma
proliferagcdo anormal de brotos laterais seguida de hipertrofia e inchamento da
base dos brotos vegetativos (Lopes, 1997); Além dos ramos novos, 0s
sintomas podem ser vistos em frutos e brotos. Muito conhecida no Brasil por
ter causado uma crise na producdo cacaueira da Bahia, esta doenca foi
descoberta em 1895, no Suriname e alastrou-se para toda a América do Sul e
parte do Caribe, provocando perdas de até 50% da produgédo (Dalla Pria &
Camargo, 1997). Além do cacau, Moniliophthora perniciosa afeta o plantio de
urucuzeiros situados proximos a regides de cacaueiros infectados e é,
economicamente, a pior doenga do cupuacu, pois reduz drasticamente a
producao de frutos, podendo atingir 100% do cultivo (Veras et al., 1997).

A espécie Fusarium solani foi a responsavel pela primeira ocorréncia de
SDS (Sudden Death Syndrome) no Brasil, mais especificamente no Distrito
Federal. A Sindrome da morte subita (SDS) foi detectada durante a fase de
crescimento do cultivo de soja. Os sintomas iniciais consistem no
aparecimento de manchas coloridas e necroses. O fungo foi reisolado de
raizes doentes, o que mostra o alto grau de infestagdo com este contaminante
(Nakajima et al., 1996).

Comum em culturas de pepino, abdbora, meldao e melancia, a Podridao
das raizes e do colo é causada pela colonizagdo localizada do fungo Fusarium
solani e pode afetar as plantas em qualquer estagio de desenvolvimento. As
plantulas ficam murchas, podendo ou ndo tombar, secar e as raizes e regiao do
colo apresentam-se necrosadas. As plantas maiores podem perder o vigor,

paralisar o crescimento, murchar e secar. A fusariose, causada por fungos do
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género Fusarium associados ao rizoma e as raizes das plantas afeta culturas
de aspargo e é a principal doenga da cultura de pimenta-do-reino, uma
importante especiaria, cujos principais produtores sdo o Brasil, a Indonésia, a
india, a Malasia e o Sri Lanka. Principal redutor da longevidade da cultura, a
fusariose dissemina-se rapidamente, podendo dizimar um pimental com 30.000
plantas em dois anos (Trindade & Poltronieri, 1997). No estado do Par3,
responsavel por mais de 90% da produgao nacional de pimenta-do-reino, cerca
de 10 milhdes de plantas foram destruidas pela doenga (Trindade & Poltronieri,
1997). Também causada pelo fungo Fusarium solani, a podriddo comum de
raizes esta presente em todas as regides produtoras de trigo do Brasil com
perdas estimadas em 20%. A infecgao tem inicio na semente, e na planta
causa uma descoloragdo parda nos tecidos radiculares que prossegue até
atingir a base da planta provocando a morte prematura das folhas basais
(Reis et al., 1997).

Além da podriddo das raizes, o trigo também € atingido pela giberela,
doenca associada aos fungos Fusarium solani e Fusarium graminiarum, tendo
no Brasil perdas de até 12% (Reis et al., 1997). O fungo, disseminado pelo ar,
atinge a flor, colonizando todos os componentes da espiga. A colonizagao pode
impedir a formacdo de graos ou ser mais lenta, originando grédos enrugados,
asperos e roseos.

O fungo Fusarium graminiarum é responsavel ainda pela podridao
vermelha do colmo, a qual compromete a firmeza do tecido interno causando o
tombamento da planta, e pela podriddo comum das raizes, cuja descoloragao
dos tecidos radiculares persiste até atingir a base da planta, matando

prematuramente as folhas basais (Reis et al., 1997). Muito comum em regides
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tropicais e temperadas, as doengas causadas pelo fungo Fusarium
graminiarum afetam a producgéo de graos e forragens como o sorgo e o trigo.
As espécies citadas sao responsaveis por grandes perdas no setor
agricola do pais, por isso foram escolhidas, neste trabalho, para testarmos o
potencial das leveduras “killer” selecionadas, como agentes a serem

empregados no biocontrole desses fitopatégenos.
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1.5. Hipétese

e Os habitats tropicais sao reservatorios para a bioprospeccédo de novas
leveduras micocinogénicas que podem ser usadas como
inoculantes de plantas, possuindo estreita relacdo com as raizes,

e sendo algumas capazes de inibir os fungos fitopatogénicos.
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2. Objetivos

e Caracterizar taxonomicamente as leveduras micocinogénicas

através de critérios fenotipicos e genotipicos;

e Verificar estirpes micocinogénicas que tenham largo espectro de
atividade contra leveduras filogeneticamente diversas e fungos

fitopatogénicos;

e Testar o efeito da interagdo entre as leveduras micocinogénicas

selecionadas no crescimento de cultura de milho (Zea mays).
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3. Material e métodos

3.1. Desenho experimental

Mata Atlantica

Floresta Amazonica \ l y Rizosfera de milho

Bioprospecc¢ao de
atividade micocinogénica

l

T~ e “aracterizacio da atividade stes : g
Identificacdo polifasica . e L ——» | Testes contra fungos
llllfOCll]Ogel]lcﬁ ﬁtopat@gel“cos
Selecdo de estupes com
amplo espectro de atuacdo
."r.
,"’ A
¥ X
Teste “killer” com difusado da Avaliacao do mmpacto de leveduras
toxina concentrada micocinogénicas no cultivar de milho

3.2. Estirpes utilizadas

Foram utilizadas neste projeto estirpes de leveduras da Colegdo de
Culturas de Leveduras do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes —
IMPPG/UFRJ, selecionadas anteriormente (Cabral, 2004). As estirpes de
leveduras e de fungos filamentosos utilizadas neste projeto e suas respectivas

origens estao listadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Origem das leveduras micocinogénicas, leveduras alvo e fungos filamentosos

utilizados.
Estirpe Identificacao Substrato Origem
IMUFRIJ/51937  Williopsis saturnus var subsufficiens Solo Agroecossistema — EMBRAPA/RJ
IMUFRJ/51938  Williopsis saturnus var subsufficiens Solo Floresta Amazonica — ESEC/RR
IMUFRIJ/51939  Williopsis saturnus var subsufficiens Solo Floresta Amazonica — ESEC/RR
IMUFRI/S51919  Williopsis californica Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ
IMUFRI/51934  Candida yuanshanicus Rizosfera milho  Agroecossistema — EMBRAPA/RJ
IMUFRI/51935  Candida yuanshanicus Rizosfera milho  Agroecossistema — EMBRAPA/RJ
IMUFRI/51936  Candida yuanshanicus Solo Agroecossistema — EMBRAPA/RJ
IMUFRI/S1915  Pichia membranifaciens Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
IMUFRI/51918  Pichia membranifaciens Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
IMUFRJ/51921  Pichia membranifaciens Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
IMUFRJ/51922  Pichia membranifaciens Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
IMUFRJ/51916  Candida stellimalicola Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
IMUFRIJ/51917  Wickerhamomyces pijperi Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
IMUFRIJ/51920  Wickerhamomyces pijperi Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
IMUFRJ/51914  Dipodascus capitatus Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
IMUFRJ/51923  Trichosporon asahii Substrato vegetal Mata Atlantica — Pedra Branca/RJ*
Leveduras Tipo (alvo)
IMUFRJ/50083"  Candida glabrata UWO CANADA Y-55
IMUFRJ/51505 " Candida tropicalis ATCC 750
IMUFRJ/50658 " Torulaspora delbrueckii UCD 72-50
IMUFRJ/50342"  Clavispora lusitaniae UCD 61-4
IMUFRIJ/50496 " Metschnikowia lunata UCD 77-62
IMUFRJ/51700 " Williopsis saturnus NRRL Y-17396
IMUFRJ/51705 " Cryptococcus laurentii NRRL Y-2536
IMUFRJ/51707"  Rhodotorula mucilaginosa NRRL Y-2510
IMUFRJ/51913  Candida parapsilosis IMPPG/UFRJ
Fungos fitopatogénicos
CP136 Moniliophthora perniciosa Substrato vegetal EMBRAPA Meio Ambiente
Colletotrichum gloeosporioides Substrato vegetal PESAGRO
Fusarium solani Substrato vegetal PESAGRO
Fusarium graminiarum Substrato vegetal EMBRAPA Meio Ambiente

*Area de Protegio Ambiental (APA) - Parque do Pico da Pedra Branca, RJ

Wickerhamomyces pijperi = Pichia pijperi — Reorganizagio de espécies corrente (Kurtzman et al., 2008)

3.3. Taxonomia de leveduras

3.3.1. Taxonomia convencional (Yarrow, 1998)

3.3.1.1. Morfologia

As estirpes foram cultivadas em Agar GYP (Anexo 1) por 72 h a 22°C.

Apds o crescimento, uma gota de agua destilada foi transferida para a

superficie de uma lamina com uma alga de inoculagao e, uma porgéo de uma

coldnia isolada foi retirada com agulha estéril da placa de Petri e suspendida na
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gota d'agua. A suspenséo foi coberta com uma laminula e o excesso agua foi
removido pressionando a laminula sobre a |amina e o material observado em
microscopio optico (Leitz, modelo: Laborlux S - contraste de fase) usando as
objetivas de 40x e 100x e ocular de 10x. Foram observadas a forma das
células (globosas, ovais, alongadas, apiculatas, cilindricas), a presenga de
hifas e pseudohifas, o tipo de brotamento (multipolar ou bipolar), fissdo, a

presenga de esporos.

3.3.1.2. Testes de fermentagao

A fermentacgéo de glicose foi testada em volume de 3 ml, em tubos de
ensaio de 13 x 100 mm com tubos de Durham invertidos. O teste é considerado
positivo quando no tubo de Durham se forma uma bolha que ocupa pelo menos
2/3 de seu volume. As linhagens com fermentagdo positiva foram também
testadas para fermentagdo de outros agucares, como galactose, maltose e
sacarose. O meio utilizado foi o meio basal para fermentagdo (MBF — Anexo 1)
e as leituras realizadas apés 1, 2, 3, 4, 7, 14 e 21 dias de incubagdo em

temperatura ambiente.

3.3.1.3. Crescimento em diferentes temperaturas

Esses testes foram realizados utilizando-se o caldo GYP inoculado, com
auxilio de uma alga, com coldnias crescidas em placas com meio GYP por 48h.
Foi testado, em banho-maria, o crescimento das culturas as temperaturas de
25, 37, 40 e 42 + 0,5°C. O aparelho foi ajustado para a temperatura desejada
usando um termdémetro com a calibragdo confirmada contra um banho de agua

e gelo e foi assim mantido pelo menos um dia antes da incubagéo dos testes.
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As leituras foram realizadas apds 24, 48 e 72 h e sete dias de
incubagdo, checando-se diariamente a temperatura do banho-maria. O
crescimento foi avaliado com o auxilio da escala de Wicherham, e foi
considerado positivo, quando a densidade celular superou o valor 2, desta

escala (Figura 2).

5

Figura 2: Escala de Wickerham. Os nimeros
indicam os valores atribuidos a leitura dos
tudos.

3.3.1.4. Testes de crescimento

Os testes de assimilacdo de fontes de carbono, nitrato, tolerancia ao
NaCl (10 e 15%) e ciclohexamida foram realizados por meio da técnica de
“replica-plate”. Para tanto, foi utilizado um replicador de latdo, com 25 pinos de
aluminio, que encaixam em 25 pocos, também de aluminio. Cada poco
recebeu 0,3 mL de in6culo a partir de cultivos em YNB + 0.1% de glicose. Apds
este procedimento, a parte superior do replicador, contendo os pinos, foi
carimbada em placas de Petri com as substancias a serem testadas. Os
controles negativo e positivo dos experimentos foram respectivamente, uma
placa com YNB e agar e outra com YNB, agar e glicose 0,5%. As leituras foram
realizadas 7, 14 e 21 dias apds a inoculacdo a 23°C. Foram testadas 37 - 40

fontes de carbono, utilizando produtos com alto grau de pureza.
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3.3.1.5. Teste de urease e DBB (corante Diazonium Blue B)

No teste de urease e DBB foi empregado o método descrito em Hagler e
Mendonga-Hagler (1991). As leituras de urease foram feitas durante trés dias
consecutivos. A atividade da enzima urease, quando presente na linhagem,
provoca uma viragem do indicador fucsina-acida, de uma coloragao violeta
para incolor. Apos este teste, as linhagens foram incubadas por 22 a 24 h a
55°C, quando foi adicionado, sobre o crescimento algumas gotas do reagente
DBB (15 mg DBB diluido em 15 mL de tampao TRIS, 0,1 M, pH 7,0). As
linhagens que apresentaram coloragdo vermelha foram consideradas positivas
e relacionadas aos Basidiomicetos, as demais foram consideradas negativas e

relacionadas aos Ascomicetos.

3.3.1.6. Formacao de esporos

Estirpes de leveduras que nao tiveram uma identificagdo positiva
foram cultivadas por um més a 25°C nos meios Agar YM, CMA, Agar extrato de
malte 5% e Agar V8 (Anexo 1). O material foi observado em microscépio 6ptico
(Axioplan 2 em contraste interferencial diferencial de Nomarski) utilizando-se as

objetivas de 40x e 100x.

3.3.2. Caracterizagao molecular de leveduras
3.3.2.1. Extracao de DNA de leveduras

As linhagens foram crescidas em 2 mL de caldo GYP a 26° C por
2-4 dias. As células foram coletadas apds centrifugacédo (2000 g/3 min),
utilizando-se tubos para microcentrifuga com capacidade de 1,5 ml; o

precipitado foi ressuspendido e homogeneizado em 500 uL de tampao de
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extragao (0,15 M NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 2% de SDS [pH 8.0])
sendo incubado a 65°C por 1 h. Foram adicionados 500 ul de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizado cuidadosamente e centrifugado a
10.000 g/8 min. A fase aquosa superior foi transferida para novo tubo de
microcentrifuga com capacidade de 1,5 mL, acrescentando-se igual volume de
isopropanol (cerca de 400 uL) e homogeneizando-os; os tubos foram mantidos
em temperatura ambiente por 5 min; apds este periodo, foram centrifugados
(10.000 g/15 min/5°C); o sobrenadante foi descartado, e o precipitado lavado,
com 50 uL de etanol 70% frio e centrifugado a 12.000 g/10 min; o etanol foi
descartado e os tubos colocados para secar sobre papel toalha. Apos a
completa evaporacdo dos residuos do etanol, o DNA foi ressuspendido em
50 uL de TE (100 mM Tris-HCI [pH 8,0], TmM EDTA [pH 8,0]) e estocado a
-4°C. A qualidade e quantidade do DNA obtidas foram analisadas apods
eletroforese em gel de agarose 1,0 % (90 v/30 min), sendo corados com
brometo de etidio, visualizados em luz UV e fotografados (Valente 1996,

modificado de Vilgalys & Hester, 1990).

3.3.2.2. Amplificagao via PCR da regiao D1/D2 do 26S rDNA

As regidbes D1/D2 das linhagens foram amplificadas por PCR,
utilizando-se os iniciadores NL1 (5" GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG
3’) e NL4 (5 GGT CCG TGT TTC AAG ACG G 3’) (Kutzman & Robnett, 1998).
Foi utilizada a seguinte mistura de reacdo (Kit Gibco BRL): 38,0 uL de agua
milli-Q esterilizada; 5,0 uL de tampao de amplificagdo 10X concentrado com
MgCl, (concentracéao final 1,5 mM); 2,5 yL de MgCly; 1,0 yL de dNTP 10mM;

0,5 yL de Taq DNA polimerase (2,5U); 1,0 yL de cada iniciador: ITS1 e ITS 4
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(concentragao inicial de 20 pmol/uL); 1 yL do DNA alvo (100 a 200 ng). O
programa de ciclagem utilizado foi: uma desnaturacgéo inicial 1 ciclo de 94°C/3
min, 52°C/30 seg e 72°C/30 seg; 35 ciclos de 94°C/1 min, 52°C/30 seg. e
72°C/30 seg; com uma extenséao final de 72°C/10min. Os produtos de PCR
foram analisados apods eletroforese em gel de agarose 1,0% (90 v/30 min)

sendo corados com brometo de etidio, visualizados em luz UV e fotografados.

3.3.2.3. Amplificagao via PCR da regido espacgadora intergénica (ITS)

A regidao ITS do rDNA das leveduras selecionadas foi amplificada com
os iniciadores universais ITS1(5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3') e
ITS2(5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) de acordo com White et al.
(1990) (apud, Valente, et al., 1997). Foi utilizada a seguinte mistura de reacéo
(Kit Invitrogen): 38,0 yL de agua milli-Q esterilizada; 5,0 uL de tampao de
amplificacdo 10X com MgCl, (concentracéao final 1,5 mM); 2,5 uL de MgCly; 1,0
ML de dNTP 10 mM; 0,5 pL de Taq DNA polimerase (2,5 U); 1,0 uL de cada
iniciador: ITS1 e ITS 4 (concentracédo inicial de 20 pmol/uL); 1 uL do DNA alvo
(100 a 200 ng). O programa de ciclagem utilizado foi: uma desnaturacéo inicial
(1 ciclo) de 3 min/ 95°C; 25 ciclos de 1 min/55°C, 1 min/95°C, 1 min/72°C; e
uma extensao final de 10 min a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados
apos eletroforese em gel de agarose a 1.0% (90 v/30 min) sendo corados com

brometo de etidio e fotografados.
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3.3.2.4. Reagao de sequenciamento de DNA

O produto de PCR foi purificado utilizando-se o Kit Comcert™ Rapid
PCR Purification System (Gibco BRL), e quantificado em gel de Agarose 1,0%
(90v/45 min), utilizando-se o marcador de peso molecular Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen). Apos esta etapa, as amostra foram submetidas a reagao
de sequenciamento, utilizando o DNA Sequencing Kit, Big Dye™ Termination
Cycle Sequencing, Ready Reaction (ABI PRISM), seguindo recomendacgdes do

fabricante.

3.3.2.5. Purificagao da reagcao de sequenciamento com kit comercial

O produto de PCR foi purificado, utilizando-se o marcador de peso
molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) e depois quantificado em gel de
agarose (1,0%; 90 V; 45 min). Apds esta etapa, as amostras foram submetidas
a reacdo de sequenciamento utilizando-se o kit, Big Dye® Termination v 3.1
Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, seguindo as recomendagdes do
fabricante.

ApoOs a ciclagem, o produto da reagédo de sequenciamento foi purificado
utilizando-se o kit Centri-Sep Spin Columns da empresa Princeton Separations,
comercializado pela Applied Biosystems. Apos este procedimento as amostras
foram ressuspendidas em formamida Hi-Di da Applied Biosystems e aquecidas
a 95 °C/2 min para solubilizacdo do “pellet” e desnaturacao das fitas do DNA
molde marcadas, e logo colocadas em banho de gelo por 2 minutos, para
interromper a reagcdo. Em seguida as amostras foram transferidas para o 310
Genetic Analyzer (Applied Biossystems), onde a sequéncia alvo foi analisada.

As sequéncias de rDNA obtidas foram comparadas, via internet, usando o
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BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool) com sequéncias depositadas

em bancos de dados especializados (Macrae, 2000).

3.3.2.6. Precipitagao da reagao de sequenciamento com isopropanol

O produto de PCR foi purificado, e depois quantificado em gel de
agarose (1,0%; 90 V; 45 min), utilizando-se o marcador de peso molecular Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen). Apds esta etapa, as amostras foram
submetidas a reagdo de sequenciamento utilizando-se o kit, Big Dye®
Termination v 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, seguindo as
recomendac¢des do fabricante.

Apos a ciclagem, o DNA foi precipitado adicionando-se 40 pL de
isopropanol (75%), sendo entdo incubado a -20°C por 20 minutos, sendo os
tubos submetidos a centrifugacao (12.000 g; 25 min; 10°C). O sobrenadante foi
descartado, sendo adicionado 200 yL de etanol (70%), o conteudo dos tubos
foi homogeneizado em agitador mecanico por 10 segundos e centrifugado a
12.000 g; 5 min. O sobrenadante foi removido com micropipeta. Com a
remog¢ao do sobrenadante, as amostras foram ressuspendidas em formamida
Hi-Di da Applied Biosystems e aquecidas a 95°C / 2 min para solubilizagado do
“‘pelet” e desnaturagéo das fitas do DNA molde marcadas, e logo colocadas em
banho de gelo por 2 minutos, para interromper a reacdo. Em seguida as
amostras foram transferidas para o 310 Genetic Analyzer (Applied
Biossystems), onde a sequéncia alvo foi analisada. As sequéncias de rDNA
obtidas foram comparadas, via internet, usando o BLAST (Basic Local
Alignment Sequence Tool) com sequéncias depositadas em bancos de dados

especializados (Macrae, 2000).



Material e Métodos |39

3.4. Caracterizacao da atividade micocinogénica de estirpes selecionadas
3.4.1. Atividade e sensibilidade micocinogénica

A atividade micocinogénica foi testada, em meio agar YM (extrato de
levedura, 0,3%, extrato de malte, 0,3%, peptona, 0,5%, glicose, 1,0% e agar
2,0%) acrescido de 0,003% de azul de metileno, tamponado a um pH 4.2 (ou
outro valor desejado) com tampao citrato (0,05 M). As estirpes foram
confrontadas com nove estirpes alvo de leveduras padrao pertencentes a
Colecgao de Culturas de Leveduras do IMPPG/UFRJ (Tabela 2), inoculadas de
modo a obter um crescimento confluente.

Depois de crescidas em meio agar YM (26°C/48 h), as leveduras alvo
foram diluidas em agua destilada estéril até uma concentracdo de 4x10°
células/mL. As leveduras alvo foram espalhadas, separadamente, na superficie
do meio com “swab” estéril (100 pl). Ja as estirpes testadas foram crescidas em
caldo YM (26°C/48 h) e inoculadas pela técnica de “replica-plate”. As placas
foram, entdo, incubadas de 48 a 72 h em estufa a 26°C. As leveduras foram
consideradas micocinogénicas quando produziram uma zona de inibigdo com
nenhum crescimento e uma zona azul adjacente indicando a morte celular da

estirpe sensivel (Abranches et al., 1998).

3.4.2. Efeito do pH e da concentragao celular na otimizagao das condigoes
de expressao da atividade micocinogénica

O teste de atividade micocinogénica foi realizado somente para as
leveduras alvo Candida glabrata (IMUFRJ/50083"), Metschnikowia. lunata

(IMUFRJ/50496"). Em uma primeira fase, as leveduras alvo foram crescidas
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em caldo YM (26°C/48h) e o crescimento foi diluido até 102. O crescimento
celular e suas diluicbes foram inoculadas por meio de um “swab” estéril
(100 pL) em placas de Petri contendo Agar YM acrescidos de azul de metileno
(0,003%) e tamponados nos pHs 4,2 — 4,8 — 5,4 — 6,0, formando uma camada
celular homogénea.

A segunda fase deste teste foi a preparacdo e aplicagdo das estirpes
micocinogénicas: As estirpes de leveduras W. saturnus var. subsufficiens
(IMUFRJ/51938) e C. yuanshanicus (IMUFRJ/50928 e IMUFRJ/50929) foram
crescidas em caldo YM (26°C/48 h). O crescimento celular (concentragéo 1X)
das duas estirpes foi diluido dez vezes (10") e concentrado duas vezes
(concentragdo 2X). A concentragdo celular para todos os inéculos foi
determinada através de contagem na camara de Neubauer.

Aplicamos as trés concentragdes (2X, 1X e 10™') de células das estirpes
produtoras de micocinas por meio de “replica-plate” nas placas previamente

inoculadas com as leveduras alvo e incubamos por 72 h a 26°C.

3.4.3. Teste de atividade micocinogénica contra fungos fitopatogénicos
As leveduras com atividade micocinogénica, utilizadas neste projeto,
foram testadas contra os fungos fitopatogénicos, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium solani, Moniliophthora perniciosa, Fusarium
graminiarum (Tabela 2). Uma suspensao contendo esporos dos fungos em
agua estéril foi inoculada, com um “swab” estéril, na parte central de placas de
Petri (90 mm), contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA), tamponado ao
pH 4,2 com tampao citrato 0,1 M e incubadas a 26°C até que o raio de

crescimento do fungo atingisse o dobro do tamanho da regido do in6culo. Em
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seguida, as estirpes micocinogénicas, previamente crescidas em caldo YM
(1x107), foram inoculadas, circundando o fungo, por meio da técnica de
“replica-plate”. As placas foram incubadas a 26°C por 10 dias. (modificado de

Martins-Corder & de Melo, 1998).

3.4.4. Producao do extrato concentrado com micocinas

As estirpes W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51938) e Candida
yuanshanicus (IMUFRJ/51934) - Candida yuanshanicus sp nov. identificada por
Liu et al., 2008 - foram crescidas em um litro de caldo YEPD (Extrato de
levedura 1,0%, peptona 2,0% e glicose 2,0% e tampao Citrato 0,05M em pH
4,2), por 24 h a 26°C com agitagao rotacional (200 rpm) (Soares & Sato, 2000)

Apos o cultivo em caldo YEPD, as células de leveduras foram removidas
por continuas centrifugacées a 2800 x g, a 4°C. O sobrenadante foi
concentrado 10x a 4°C, em membrana de ultrafiltracdo (Amicon Diaflo), com
ponto de corte correspondente a massa molecular (MM) de 10 kDa (Souza
etal., 2003). Foram obtidas duas fragbes, uma contendo moléculas de
MM.>10 kDa, chamada de extrato concentrado, e outra contendo moléculas
com MM<10 kDa, chamada de fragao excluida. A eficiéncia do procedimento
foi acompanhada por meio da utilizacdo do extrato concentrado e da fragao
excluida no teste de atividade micocinogénico com difusdo da micocina

concentrada.
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3.45. Teste de atividade micocinogénica com difusdo da toxina
concentrada

A atividade micocinogénica foi testada também por difusdo da toxina,
utilizando discos de papel com 6 mm de didmetro embebidos com o extrato
concentrado e com a fracdo excluida de cada estirpe, que foram depositados
em placas de Petri contendo Agar YM (Anexo 1), acrescido de 0,003% de azul
de metileno, tamponado ao pH 4.2 com tampéao citrato 0,05 M, previamente
inoculadas (espalhadas, separadamente, na superficie do meio com “swab”
estéril). Com as estirpes alvo C. glabrata (IMUFRJ50083") M. lunata (50496").

Com os fungos fitopatogénicos, listados na Tabela 2, o ensaio foi
realizado em meio de batata-dextrose-agar (BDA), tamponado a um pH 4,2
com tampéo citrato 0,05 M. Na parte central da placa de Petri (90 mm) foi
inoculada, com um “swab” estéril, uma suspensdo contendo esporos dos
fungos em agua estéril, incubadas a 26°C até que o raio de crescimento do
fungo atingisse o dobro do tamanho da regido do inéculo. S6 ent&o, os discos
de papel embebidos com a toxina “killer” concentrada foram depositados

circundando o fungo (maximo de trés por placa).

3.5. Efeito da inoculagao de leveduras em milho

Utilizamos neste experimento sementes de milho da variedade Eldorado
(Safra de 2006), fornecidas pela Embrapa Agrobiologia. As sementes foram
separadas de acordo com o peso (aproximadamente 0,5 g) e colocadas sobre
0 algodao umedecido por 72 h a temperatura ambiente (26°C + 3°).

Para a preparagdao do pré-inéculo, 300 sementes de milho foram

desinfetadas da seguinte forma: alcool 70% (comercial) 1 minuto; agua
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sanitaria 3 minutos; 10 lavagens sucessivas com agua destilada estéril
(modificado de Botelho, 1996). As estirpes de leveduras W. saturnus var.
subsufficiens (IMUFRJ/51938) e Candida yuanshanicus (IMUFRJ/51934) foram
cultivadas em frascos Erlenmeyers (500 mL) contendo 100 ml de caldo YM e
incubados por 48 h a 28°C (pré-in6culos). Um volume de 40 ml dos pré-
in6culos foram transferidos para 100 g de turfa estéril (autoclavada) e
incubados por 48h a 28°C. Foi feito um controle sem tratamento com 100 g de
turfa e 40 mL de caldo YM estéril. Um total de 300 sementes, previamente
desinfetadas foram colocadas, entdo, na turfa previamente inoculada, sendo
100 sementes para cada pré-inéculo. As sementes envolvidas pela turfa foram
deixadas secar por 2 horas a temperatura ambiente a sombra.

Foram preparados 14 vasos para cada tratamento com 4 kg de solo
(Figura 2). O Solo foi retirado do campo de cultivo do Sistema Integrado de
Producdo Agropecuaria (SIPA) Embrapa Agrobiologia (“Fazendinha”),
localizada no Km 47 da Antiga Rodovia Rio — S&o Paulo, Seropédica
(22° 44" 38”S, 43° 42" 27"W), Rio de Janeiro. Em cada vaso foram colocadas
seis sementes inoculadas e os vasos dos trés tratamentos foram dispostos de
maneira inteiramente casualizada em casa de vegetacdo. A casa de vegetacao
Aparecida Esquibel, mantida pelo Programa de Po6s-Graduagdo em
Biotecnologia Vegetal, possui sistema automatico de irrigagcado por gotejamento

(Figura 3), e parede com tela.
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3.5.1. Acompanhamento do desenvolvimento do cultivar e das leveduras
presentes na rizosfera do milho

A presencga de leveduras no solo foi avaliada antes do plantio, por meio
da técnica de espalhamento em placa. Trés amostras, contendo 5 g de solo
foram colocadas em frascos Erlenmeyers (250 mL). Foram feitas diluigbes
decimais seriadas em salina 0,85% estérii a partir do conteudo dos
Erlenmeyers (250 mL). Aliquotas de 0,1 mL das diluigdes de 10™ a 10 foram
inoculadas por meio da técnica de espalhamento em placa, em ftriplicata, em
meio YM (Anexo 1), acrescido de cloranfenicol 200 mg/L e ampicilina 500 mg/L

e incubadas por 48 h a 26°C.
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Depois de 17 dias de plantio, foi feito o primeiro desbaste das mudas de
milho em todos os vasos do experimento (Figura 4). Sempre que possivel
foram retiradas 3 plantas de cada vaso, uma vez que nem sempre todas as
sementes plantadas germinaram. Para tal foram deixadas as mudas que
apresentaram maior robustez e que estavam localizadas mais ao centro de
cada vaso. As plantas foram cortadas rentes a superficie do solo. O segundo

desbaste foi realizado com 40 dias de plantio quando deixamos uma planta por

vaso.
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Figura 5: Mudas com 25 dias apés o plantio.

Foi realizado o isolamento de leveduras da rizosfera do cultivar no 25° e
no 100° dias apdés o plantio (Figura 5). As plantas de 3 vasos de cada
tratamento foi coletada e 5 g de rizosfera, juntamente com as raizes foram
colocadas em frascos Erlenmeyers (250 mL) contendo 45 mL de solugédo de
pirofosfato de sodio 0,1% e Tween 0,1% (Wollum, 1982) e colocados em
agitador rotacional por 20 minutos a fim de desprender a microbiota aderida a
parede das raizes. Foram feitas diluigdes decimais seriadas em salina 0,85%
estéril a partir do conteudo dos frascos Erlenmeyers (250 mL). Aliquotas de 0,1
mL das diluicdes de 102 a 10®° foram inoculadas por meio da técnica de
espalhamento em placa, em ftriplicata, em meio YM (Anexo 1) acrescido de
cloranfenicol 200 mg/L e ampicilina 500 mg/L e incubadas por 48 h a 26°C.
Apobs o cultivo, colbnias representativas foram selecionadas e propagadas por
esgotamento em placas com meio YM. As coldnias isoladas foram submetidas
ao crescimento em placa com meios de cultura diferenciais. Estirpes de

leveduras representativas dos padrées encontrados na rizosfera coletada no
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25° dia foram selecionadas para a extracdo de DNA e sequenciamento da

regiao D1/D2 da subunidade 26S, conforme descrito anteriormente.

3.5.2. Triagem com meios de cultura diferenciais para agrupamento de
estirpes de leveduras isoladas do experimento de milho

A triagem das leveduras com meios diferenciais foi realizada em placas
de Petri de 145 x 20 mm com meio BIL (0,5% de glicose, 0,5% de extrato de
levedura, 0,1% de sulfato de amdnia ((NH4)2.SO4) e 0,1% de fosfato de sddio
monobasico (NaH,PO,4) (Carvalho, 2007). A este meio foram adicionados e
combinados os corantes verde de bromocresol, azul de metileno e eosina
conforme descrito no Anexo 1. As leveduras estudadas foram repicadas por
meio da técnica de “replica-plate” e incubadas a temperatura ambiente (26 +
3°C). As leituras foram realizadas apés 3 dias de incubacédo e foi observada a
coloragao das colénias no centro e nas bordas e, quando existente, a coloracéo
do halo formado em volta das colénias (Garcia, 2007, modificado por Hagler,

comunicagao pessoal).

3.5.3. Isolamento de leveduras endofiticas

O isolamento de leveduras endofiticas foi realizado com raizes de trés
plantas de cada tratamento (IMUFRJ/51938 — IMUFRJ/51934 — controle). Esse
procedimento foi realizado a partir do procedimento descrito por Garcia (2007)
com pequenas adaptagdes (Hagler, comunicagao pessoal).

A raiz de cada planta foi lavada com agua destilada estéril e depois
colocada em um frasco Erlenmeyer contendo Tween 80% e novamente lavada

com agua destilada estéril. A raiz foi entdo transferida para um copo de
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liquidificador estéril. A raiz foi lavada com alcool 75% por 1 min, hipoclorito de
sédio 2,5% por 3 min e novamente alcool 75% por 30 seg. Depois, foram feitas
duas lavagens com salina estéril.

Para assegurar que as leveduras isoladas estavam no interior dos
tecidos vegetais foi preparado um controle de esterilidade. Apdés a etapa
anteriormente descrita, as raizes foram submetidas a uma lavagem adicional
com 50 mL de caldo BIL (Carvalho, 2007) com 0,5% de glicose e antibidticos.
Apds a lavagem final todo o volume do caldo BIL foi colocado em um
Erlenmeyer estéril e incubado a 26 °C, sendo nosso controle de esterilidade da
superficie da raiz.

Foi acrescentado ao copo do liquidificador, onde ainda estava a raiz,
100 mL de BIL com 0,5% de glicose e antibidticos. A raiz foi processada em
liquidificador e a suspensédo foi distribuida da seguinte forma: 50 mL foram
colocados em um frasco Erlenmeyer (250 mL); 10 mL foram colocados em tubo
com rolha de algodao estéril; 0,1 mL foi espalhado em placa de Petri com Agar
BIL. Todos os meios foram incubados a 26°C por 4 dias. Depois da incubacao
o caldo de cultivo foi repicado, com o auxilio de uma alg¢a, por meio da técnica
de esgotamento, para placas de Petri contendo Agar BIL com 0,5% de glicose
e antibidticos. As coldnias obtidas foram sucessivamente repicadas para placas
de Petri contendo Agar YM e incubadas a 26°C até a obtencéo de culturas
puras.

As placas de Petri inoculadas no momento do processamento das raizes
foram avaliadas e as colbnias obtidas foram sucessivamente repicadas por

esgotamento para placas de Petri contendo Agar YM e incubadas a 26°C até a
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obtencdo de culturas puras. Os isolados foram identificados pelo

sequenciamento da regido D1/D2 do 26S rDNA.
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4. Resultados
4.1. Identificacao das leveduras micocinogénicas (“killer”)

As leveduras micocinogénicas utilizadas no presente estudo foram
presuntivamente identificadas anteriormente (Cabral, 2004) e tiveram esta
identificacdo confirmada no decorrer deste projeto de acordo com os critérios
taxondmicos descritos por Barnett (1990) e Kurtzman & Fell (1998) como pode
ser visto na Tabela 3, assim como pela analise das sequéncias da subunidade
D1/D2 da regiao 26S do rDNA (Tabela 4 e Figura 6).

As estirpes IMUFRJ/51934 (=CBS11015=MUCL51546), IMUFRJ/51935
e IMUFRJ/51936 ndo puderam ser identificadas porque a caracterizacao
fenotipica e genotipica ndo corresponderam a descricdo de nenhuma espécie
conhecida. Apds analise filogenética baseada nas sequéncias da subunidade
D1/D2 da regiao 26S rDNA (BLAST — numero de acesso EU672892),
verificamos um percentual de similaridade 88% entre estas 3 estirpes e outras
espécies descritas. As espécies mais relacionadas foram Pichia bovis (van
Uden & Carmo — Souza, 1957) com 60 substituicbes e 11 “gaps” (indels) e
Pichia canadensis ((Wickerham) Kurtzman, 1984), com 66 substituicbese 9
‘gaps”. As trés estirpes possuem sequéncias idénticas para a regiao
intergénica ITS (Internal Transcribed Spacer — BLAST — numero de acesso —
FJ025782) e das 551 bases submetidas a comparagao neste banco de dados,
apenas 225 bases puderam ser alinhadas resultando num percentual de
similaridade de apenas 91% para a espécie Pichia rabaulensis. Os valores
encontrados foram inferiores ao critério descrito em Kurtzman e Fell (1998)
para definir co-especificidade que considera, para isso, necessaria a

similaridade de 99%. A formacédo de esporos por estas estirpes nao foi
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individualmente ou depois de experimentos de cruzamento,

observada

realizados durante um més de crescimento. Também, ndo foi observada

presenca de hifa ou pseudo-hifa, conforme testado em meio fuba de milho

(Corn Meal Agar).
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Tabela 3: Caracteristicas fenéticas das leveduras micocinogénicas.

Espécie

€2615/OddINI

Y161S/OddNI

9161S/OddNI

0261S/OddINI
L161S/DddNI

CC615/DddNI
1261S/OddNI
8I161S/DddNI
SI61S/DddNI

9€61S5/DddNI
SE61S/DddNI
Y€615/OddNI

61615/OddINI

6€615/OddINI

8€61S/DddNI
LE6TS/DddNI

Codigo

3

345 51 3 333 3

2

2

ASSIMILACAO

Substrato de isolamento

++++++++++++ A+ +

Cl Glicose

vV + + +

C2 Galactose
C3 Sorbose

C4 Glicosamina
C5 Ribose
C6 Xilose

+ 4+ 4+ 4+ 4+ ++++ o+

C7 L-Arabinose
C8 D-Arabinose

4+ 4+
> >+ »
[T T T |
[ T T |
I T B
[ T T |
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[ I T T |
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1o 4+
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v+ 4+
v+ + +
D+ o+ o+
U =
[ S
>+ > >
4+
1 4+ 1
+ +
+ + 1o
29,0
% &=
o 2 = o
© o oo

C13 o D-glucoside
Cl14 Celobiose

Cl15 Salicina
C16 Arbutin

+ 4+ 4+ 4+ 4+ ++++ o+

+ ++ 4+ + 4+ + + + +

C17 Melibiose
C18 Lactose

+ +

C19 Rafinose

C20 Melezitose
C21 Inulina
C22 Amido

+ + 4+ + v

- - - + +

+ +++++++++v

C23 Glycerol
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Tabela 3: continuagao...
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CUUURALALEA /AL R/AQANER
C24 Eritritol - - - - - - - - - - - - - - - - -V -
€25 Ribitol o
€28 D-Glucitol + + 4+ + v+ -+ -+ - - - - -+ ++ - - - -y -
€29 D-Manitol V = = = 4+ 4+ W = = = = = o o o+ 4+ + = = = -y -
C30 Galactitol e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e -
C31 Mio Inositol e
€32 Glu 1,5 Lactona + 4+ ++++wW+++ - - = - o+ + A+t - - -y -
C38 Lactato ++++++ -+ ++V - - - -+ WA+ O+
€39 Succinato ++++++++++VFEF A+ WA+ -
C40 Citrato + - - -+ -D++ 4+ - - - - -+ - -V -V -+ -

C41 Methanol

C42 Etanol ++++++ -+ ++++H+H+H
FERMENTACAO

F1 Glicose ++++++++++v - - - - +++++ - - - -
F2 Galactose oo o oo o4 o oo a4 o4 e oo as
F3 Maltose s e T e e | .

F5 Sacarose e e e e e e e e e e a e e e e e e e e e e e e
F6 Trealose oo oo oo oL

F8 Lactose e
FI1 Raffinose .
CRESCIMENTO

T 25°C ++++++++++++ A+ ?+++
T3 35°C 2+ 4+ +?24+++++?2++++2++ 24+ ++ 4+
T4 37°C -+ + 4+ -+ ++++V++++vVFE+HVAE -+ ++
15 40°C p S T s s i S R SRS S S
T6 42°C ? - - ? - -2 - - - =2 - -2 - -+? -
TESTES ADICIONAIS

NI Nitrato s = T e e
Ol Ciclohexamida 0,1% S A A S . 2 =
02 Ciclohexamida 0,01% S S S B i =
Ml Sintese de amido . - . o o o oo oo oo o oo oL a2+
06 NaCl 10% e Y S S
07 NaCl 15% . T SR B
M4 DBB P E

+, positivo; -, negativo; ?, resultado indeterminado; w, fraco; D, crescimento atrasado; v, variavel.
Substratos de isolamento: 1 — solo de ambiente agricola; 2 — solo amazdnico; 3 — substrato vegetal (Mata Atlantica); 4 — solo de
Taiwan (Liu ef al, 2008); 5 — Rizosfera de Milho (Ambiente agricola)
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Tabela 4: Identificacdo das leveduras micocinogénicas por meio do sequenciamento
da regido D1/D2 da subunidade 26S rDNA (comparado com sequencias de estirpes
tipo depositados no banco de dados da colecao de leveduras da CBS).

Estirpes Similaridade Identificacdo genotipica
a/b(c)
IMUFRJ/51937 537/538 (99,81%) Williopsis saturnus var. subsufficiens

IMUFRJ/51938 537/538 (99,81%) Williopsis saturnus var. subsufficiens
IMUFRJ/51939 537/538 (99,81%) Williopsis saturnus var. subsufficiens
IMUFRJ/51919 458/458 (100%) Williopsis californica
IMUFRJ/51934 563/564 (99,82%) Candida yuanshanicus
IMUFRJ/51935 563/564 (99,82%) Candida yuanshanicus
IMUFRJ/51936 563/564 (99,82%) Candida yuanshanicus
IMUFRJ/51915 484/484 (100%) Pichia. membranifaciens
IMUFRJ/51918 484/484 (100%) Pichia. membranifaciens
IMUFRJ/51921 484/484 (100%) Pichia. membranifaciens
IMUFRJ/51922 484/484 (100%) Pichia. membranifaciens
IMUFRJ/51917 568/568 (100%) Wickerhamomyces pijperi
IMUFRJ/51920 568/568 (100%) Wickerhamomyces pijperi
IMUFRJ/51916 576/576 (100%) Candida stellimalicola
IMUFRJ/51914 443/443 (100%) Dipodascus capitatus
IMUFRJ/51923 573/575 (99,65%) Trichosporon asahii

A =n° de bases iguais; b = n° total de bases submetidas; ¢ = porcentagem de similaridade
Wickerhamomyces pijperi = Pichia pijperi — Reorganizagio de espécies corrente (Kurtzman et al., 2008)
CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Center)

Depois de analisarmos as caracteristicas morfolédgicas, fisioldgicas e
bioquimicas destas trés estirpes juntamente com as sequéncias obtidas da
regido D1/D2 da subunidade 26S do rDNA e da regi&o intergénica ITS (Internal
Transcribed Spacer) pudemos comparar os dados obtidos com as informagdes
constantes no banco de dados da CBS (Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Center). Assim determinamos que estas
estirpes realmente se tratavam de uma espécie ainda ndo descrita na literatura.
Posteriormente, a nova espécie foi descrita como Candida yuanshanicus, tendo
como estirpe tipo uma levedura isolada de solo de uma floresta em Taiwan (Liu
et al., 2008).

As diferencas encontradas quando comparamos as caracteristicas

fenotipicas de nossas estirpes C. yuanshanicus, representada pela estirpe



Resultados |54

IMUFRJ/51934, com as caracteristicas da estirpe tipo de C. yuanshanicus e

das espécies filogeneticamente relacionadas estao descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Comparacdo das caracteristicas fisiolégicas da estirpe IMUFRJ/51934 com a estirpe tipo de
C. yuanshanicus e com espécies filogeneticamente relacionadas.

T

T

C. yuanshanicus
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C. yuanshanicus *
Liu et al.,2008
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P. canadensis®
C. lyxosophila"
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P. wickerhamii®
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Simbolos: +, positivo; -, negativo; w, fraco; x, positivo ou fraco ; v, variavel (+/-,w/-); n, ndo determinado. (Kurtzman & Fell,1998).
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P. euphorbiae’ gb|U73580

r Candida yuanshanicus IMUFRJ/51934 - gb | EU672892

100 L Candida yuanshanicus" gb|EF4606701

C. populi” gb|U70249

C Iyxosophila® gb | U76204

P wicherhamii " gb | U75419

75
95 P. silvicola" gb|U74588

68 P. rabaulensis’ gb|U75423

17 P. bovis' gb| U75417
27
a4 P. canadensis’ gb|U75415

75 P. bispora" gb|U74589

98
P. onychis" gb|U75421
—
0.02

Figura 6: Arvore filogenética mostrando a relagio evolucionaria de Candida yuanshanicus

e a estirpe

IMUFRJ/51934(=CBS 11015) com outras espécies de leveduras relacionadas baseado no alinhamento da subunidade
D1/D2 daregido 26S do rDNA. A arvore foi construida usando a distancia corrigida de Kimura e MEGA v4 (Tamura
et al., 2007). Os niimeros nos ramos indicam os valores de “bootstrap” em porcentagem, baseados em 1000 repeticdes.
A barra de escala representa 0,02 substitui¢des de nucleotideos em cada posicao.

gb | Identificagdo da sequéncia no Gen Bank.

Figura 7: Brotamento celular multi-polar de Candida yuahanicus

IMUFRIJ/51934 (=CBS11015), 1000X. Barra de referéncia com 20

micrometros. YM/24h/26°C.
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4.2. Determinacao da atividade micocinogénica

Testes preliminares foram realizados para a determinagdo da
capacidade micocinogénica das estirpes de leveduras utilizadas (Cabral, 2004).
Durante o presente estudo, novos testes foram aplicados objetivando verificar a
presenca e a constancia da produgdo micocinogénica, considerando, dentre
outros fatores, o tempo de manutengdo das estirpes em colegcdo em cultura
pura sem interagdo com outras estirpes e com o ambiente natural. Foi possivel
verificar variagdes no padrao de antagonismo deste grupo de leveduras frente
as diversas leveduras usadas como alvo (Tabela 6).

Para as estirpes IMUFRJ/51915, IMUFRJ/51918, IMUFRJ/51921,
identificadas como P. membranifaciens, nos testes de atividade micocinogénica
realizados ao longo do projeto ndo foi possivel identificar o halo azul
caracteristico desta atividade (Figura 8-A), mas sim, e eventualmente, um
pequeno halo de inibicdo (Figura 8-B) contra as leveduras alvo M. lunata,
Cr. laurentii, C. glabrata, sendo que a estirpe IMUFRJ/51923 mostrou um
espectro de agdo mais amplo inibindo as leveduras alvo C. glabrata, M. lunata,

R. mucilaginosa, Cr. laurentii e T. delbrueckii.

Figura 8: Exemplos de padrdes obtidos no teste de atividade micocinogénica. A)
padrio de atividade micocinogénica esperado com crescimento da coldnia, halo de
inibigdo e halo adjacente com azul mais forte, indicando morte celular. B) padrao de
antagonismo onde s6 podemos ver o crescimento da colonia e o halo de inibi¢do ao
seu redor. C) crescimento da colonia e halo adjacente com azul bem forte. D)
crescimento da coldnia e halo adjacente espesso com azul mais forte.
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As leveduras estudadas mostraram atividade micocinogénica contra
leveduras alvo filogeneticamente distantes e estirpes de uma mesma espécie

mostraram diferentes padrdes de atividade micocinogénica (Figura 9).

C. yuanshanicus™ gb | EU4606701
100 | C. yuanshanicus IMUFR]/51934 A-B-D-E-F-H
C. yuanshanicus IMUFR]/51935 A-B-D-E-F-H
C. yuanshanicus IMUFR]/51936 B-D-E-F-H
35 W.saturnus var subsufficiens IMUFR]/51937 A-B-C-D-E-H
4100‘ W.saturnus var subsufficiens IMUFR]/51938 A-B-D-H
W.saturnus var subsufficiens IMUFR]/51939 A-B-D-H
32 W. californica IMUFR]/51919 A-B-D
26 Wickerhamomyces pijperi IMUFR]/51917 D
100! Wickerhamomyces pijperi IMUFR]/51920 B-H
C.glabrata IMUFR]/50083T A
98 T. delbrueckii IMUFR]/50658T B
— C. tropicalis IMUFR]/51505T C
100l parapsilosis IMUFR] /51913 D
Candida stellimalicola IMUFR]/51916 A-H
R. mucilaginosa IMUFR]/51707T E
41 99 T asahii IMUFR]/51939 B-D
100L—— . Jaurentii IMUFR] /517057 F
P. membranifaciens IMUFR]/51915 A
P. membranifaciens IMUFR]/51918 B-D-F-H
P. membranifaciens IMUFR]/51921 A-B-C-D-H

P. membranifaciens IMUFR]/51922 B-C-D-H
Cl. lusitaniae 50342T G

86

93

100

D. capitatus IMUFR]/51914 H
M. lunata 504967 H

(o]
(o2}

0.02

Figura 9: Arvore filogenética mostrando a relagdo evolucionaria das estirpes micocinogénicas e as estirpes alvo
utilizadas no presente estudo baseado no alinhamento da subunidade D1/D2 da regido 26S do rDNA. A arvore foi
construida usando a distancia corrigida de Kimura e MEGA v4 (Tamura et al., 2007). Os nimeros nos ramos indicam
os valores de “bootstrap” em porcentagem, baseados em 1000 repeticdes. A barra de escala representa 0,01
substitui¢cdes de nucleotideos em cada posigao.

@ Leveduras alvo (A-B-C-D-E-F-G-H)

@ Leveduras micocinogénicas (As letras indicadas ao lado de cada estirpe correspondem as leveduras alvo que
sofreram acdo micocinogénica)

@ Leveduras antagonistas (As letras indicadas ao lado de cada estirpe correspondem as leveduras alvo inibidas)
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Tabela 6: Padréo de inibicdo das estirpes de leveduras micocinogénicas e leveduras alvo.

Leveduras alvo*

- S o

= = Q >

FQ = -§ § [12 §0 [_g [“% .§

8 § £ & f ¢ & s

s 5 : 3 & § fF § s

8 = = < & g i 3 ],

ST S SR ST S R R © R - S ©

Estirpes micocinogénicas

IMUFRIJ/51937- W. saturnus var.subsufficiens K AK - AK AK K - - AK
IMUFRIJ/51938- W. saturnus var.subsufficiens K K - AK - - - - AK
IMUFRIJ/51939- W. saturnus var.subsufficiens K K - AK - - - - AK
IMUFRIJ/51919- W. californica AK A - AK A - A - AK
IMUFRI/51934- C. yuanshanicus AK K - AK - K AK - AK
IMUFRJ/51935- C. yuanshanicus AK K - AK - K AK - AK
IMUFRIJ/51936- C. yuanshanicus A K - AK A K AK - AK
IMUFRIJ/51915- P. membranifaciens - - - - - - - - A
IMUFRI/51918- P. membranifaciens - A - A - - A - A
IMUFRIJ/51921- P. membranifaciens A A - A A - - - A
IMUFRIJ/51922- P. membranifaciens K AK - AK AK - A - AK
IMUFRJ/51916- Candida stellimalicola AK AK - - - - - - A
IMUFRJ/51917- W. pijperi - A - - - - - - AK
IMUFRI/51920- W. pijperi A AK - AK - - - - A
IMUFRIJ/51914- Dipodascus capitatus - AK A A - - A - A
IMUFRJ/51923- Trichosporon asahii A A - AK A A A - AK

A — Antagonismo; K — Atividade micocinogénica (“KILLER”) As leveduras alvo so estirpes tipo (T).

4.3. Efeito do pH na determinacgao da atividade micocinogénica

A atividade micocinogénica foi avaliada com objetivo de determinar as
condigdes otimas de pH para a producdo da toxina. O resultado deste teste
também serviu de parametro para a selecdo de estirpes com um espectro de
atividade mais amplo. Com modificagbes nos valores de pH, verificamos que
algumas estirpes apresentaram variagdo no padrdo de antagonismo. Outras
estirpes, entretanto, mantiveram o padrdo constante independetemente dos
valores de pH. Observamos que, quando estirpes produtoras de micocinas
pertencentes a mesma espécie sao comparadas, estas podem apresentar

padrdes de atividade idénticos ou diferentes (Tabela 7).
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Tabela 7: Faixa de pH para a atividade das estirpes de leveduras micocinogénicas.

Leveduras alvo*

.
.
= B = g e E

s § § F £ T ¢ t S

S s 3 3 S s 3 S

) = 3 S IS g = S S,

9 = S K 8} & S X S
Estirpes micocinogénicas Faixa de pH de ocorréncia de atividade micocinogénica
IMUFRI/51937- W. saturnus var.subsufficiens 3,6-4,4 4,2 - 3,6-4,4 4,0 4,2 - - 3,6-4,0
IMUFRIJ/51938- W. saturnus var.subsufficiens ~ 3,6-6,0  3,6-4,8 - 3,6-4,8 - - - - 3,6-4,4
IMUFRIJ/51939- W. saturnus var.subsufficiens 3,6-6,0 3,6-4,8 - 3,6-4,8 - - - - 3,6-4,4
IMUFRIJ/51919- W. californica 4,0-4,8 - - 4,8 - - - - 3,6
IMUFRJ/51934- C. yuanshanicus 3,6 3,6-4,4 - 4,0-4,8 - 4,0-4,4 4,0-4,4 - 3,6-4,0
IMUFRIJ/51935- C. yuanshanicus 3,6 3,6-4,4 - 4,0-4,8 - 4,0-4,4 4,0-4,4 - 3,6-4,0
IMUFRJ/51936- C. yuanshanicus - 3,6-4,4 - 4,0-4,4 - 4,0-4,4 4,044 - 3,6-4,0
IMUFRI/51915- P. membranifaciens - - - - - - - - -
IMUFRIJ/51918- P. membranifaciens - - - - - - - - -
IMUFRJ/51921- P. membranifaciens - - - - - - - - -
IMUFRIJ/51922- P. membranifaciens 4,2 4,0-4,2 - 3,6-4,4 4,2 - - - 4,2
IMUFRIJ/51916- Candida stellimalicola 3,6-4,2 3,642 - - - - - - -
IMUFRIJ/51917- W. pijperi - - - - - - - - 3,6
IMUFRI/51920- W. .pijperi - 3,6 - 4,0-4,8 - - - - -
IMUFRIJ/51914- Dipodascus capitatus - 3,6-4,2 - - - - - - -
IMUFRJ/51923- Trichosporon asahii - - - 3,6-4,8 - - - - 3,6-4,4

Os testes foram realizados de 4 a 12 vezes; (-) negativo para atividade micocinogénica; As leveduras alvo sao estirpes tipo (T).

Na Tabela 7, podemos verificar que as leveduras da espécie
W. saturnus var. subsufficiens quando confrontadas com a levedura alvo
C. glabrata produzem atividade micocinogénica em diferentes faixas de pH. A
levedura W. saturnus var. subsufficiens estirpe IMUFRJ/51937 mostrou ser
capaz de produzir atividade micocinogénica contra um maior numero de estirpe
alvo, no entanto, sua toxina parece atuar em um faixa de pH mais acida. As
estirpes de W. saturnus var. subsufficiens IMUFRJ/51938 e IMUFRJ/51939
conseguem produzir atividade em uma faixa de pH um pouco mais elevada,
sendo que sua toxina, quando na presencga de C. glabrata, é letal em uma faixa
de pH mais ampla (Figura 11).

As estirpes da espécie nova Candida yuanshanicus (Liu et al., 2008),
também apresentaram um amplo espectro de atuagdo da atividade

micocinogénica. Notamos que sua atividade ocorreu dentro do pH considerado
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6timo pela literatura (Starmer et al., 1992), no entanto as estirpes desta espécie
nao foram capazes de inibir a levedura C. glabrata, cuja estirpe original
(Tabela 2) vem sendo utilizada como estirpe alvo sendo sensivel a maioria das
estirpes micocinogénicas testadas (Vital et al., 2002; Abranches et al., 2000).
As demais estirpes mostraram um espectro de atuagdo mais pontual
dentro das condigdes estabelecidas na metodologia deste estudo, entretanto,
nao devem ser descartadas, mas sim novamente consideradas para estudos
futuros. O padréao de produgdo da atividade micocinogénica pelas estirpes
W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51934) e C. yuanshanicus
(IMUFRJ/51934) foi um dos critérios utilizados para a escolha de

representantes desta colecao para utilizagao em testes subsequentes.

4.4. Efeito do pH e da densidade celular na otimizagao das condigdes de
expressao da atividade micocinogénica

As  estirpes  W. saturnus var. subsufficiens  (IMUFRJ/51934) e
C. yuanshanicus (IMUFRJ/51934, IMUFRJ/51935), foram submetidas ao
confronto com as leveduras sensiveis C. glabrata e M. lunata, em um teste
onde a concentragao celular de indculo para todas as estirpes (micocinogénica
e sensiveis) era conhecida. Nosso objetivo era investigar a relacdo da
concentragao celular inoculada e a faixa de pH da atividade micocinogénica
para entender melhor a relacio inéculo-atividade para estas duas estirpes.

As leveduras alvo na concentragdo 10?%/mL n3o apresentaram o
crescimento confluente indispensavel para a visualizagdo da atividade
micocinogénica em placa de Petri. Sendo assim, utilizamos neste teste

suspensdes celulares cuja variagao das concentragdes celulares ficou na faixa



Resultados |61

de 3 x 10"/mL a 3 x 10%/mL para a estirpe alvo C. glabrata e e na faixa de
1 x 10"/mL a 1 x 10%/mL para a estirpe alvo M. lunata.

A estirpe IMUFRJ/51938 quando confrontada com a estirpe Tipo
Metschinikowia lunata (50496") mostrou atividade micocinogénica nos pHs 4,2
e 4,8, nas concentracdes 8,3 x 10°mL, 8,3 x 10°mL e 1,7 x 10’/mL. Foi
evidente um aumento da area de atividade micocinogénica (col6nias, halo de
inibicdo e linha de morte celular) a medida que a concentragao da estirpe alvo
diminuia e a medida que a concentragao do in6culo aumentava, nao sendo
muito evidente o aumento da area para os inéculos cuja ordem de grandeza foi
de 10”. Um exemplo do que foi registrado esta demonstrado na Figura 10. Esta
mesma estirpe quando confrontada com a estirpe Tipo Candida glabrata
(50083") mostrou atividade micocinogénica em todos os valores de pH testados
e em uma faixa de concentragdo celular variando entre 8,3 x 10°/mL,
8,3x 10°mL e 1,7 x 107/mL. Foi evidente um aumento da area de atividade
micocinogénica (coldnias, halo de inibigdo e linha de morte celular) a medida
em que a concentragdo da estirpe alvo diminuia (variacéo entre 5 x 10’/mL/cm?
e 5 x 10%mL/cm?) e a medida em que a concentracdo do indculo aumentava,
nao sendo muito evidente o aumento entre os indculos cuja ordem de grandeza
é de 10”. Um exemplo do que foi registrado esta demonstrado na Figura 11.

As estirpes IMUFRJ/51934 (nas concentragdes celulares de
2,4 x10"/mL e 1,2 x 10°/mL) e IMUFRJ/51935 (nas concentracdes celulares de
2,0 x 10°/mL e 1,0 x 10%/mL) mostraram leve traco de inibigdo em pH 4,2 para
a levedura alvo M. lunata, o que foi mais evidente nas placas contendo

leveduras alvo em sua menor diluicdo. Em placas contendo Agar YM



Resultados |62

tamponados em pH 4,8 a inibicdo foi ainda menor e em pH 5,4 quase nao foi

vista.
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Figura 10: Halo de inibicdo em milimetros da estirpe micocinogénica W. saturnus var.
subsufficiens (IMUFRJ/51938) (8 x 10%mL) em relagio a estirpe sensivel
Metschinikowia lunata.(50496").
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Figura 11: Halo de inibicdo em milimetros da estirpe micocinogénica W. saturnus var.
subsufficiens (IMUFRJ/51938) (8 x 10°mL) em relagdo a estirpe sensivel Candida
glabrata (50083").
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4.5. Teste de atividade micocinogénica com difusdao da toxina
concentrada

Nos testes com a estirpe W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51938)
tivemos a ac&do da toxina visualizada ao redor dos discos contendo o extrato
concentrado, o que n&o ocorreu ao redor dos discos contendo a fragao
excluida como podemos ver na Figura 12. Note que dois discos de cada
tratamento foram colocados na placa e que podemos visualizar o halo de
inibicdo ao redor dos discos com o extrato concentrado (Figura 12-C) e um halo

de morte celular (Figura 12-D, azul mais escuro) adjacente ao primeiro.

Figura 12: Teste de atividade micocinogénica com difusio
da toxina concentrada da estirpe W. saturnus var.
subsufficiens (IMUFRJ/51938) contra a levedura alvo
C. glabrata (IMUFRIJ/50083). A) fragdo excluida; B) extrato
concentrado; C) halo de inibi¢do; D) halo de morte celular.

A presenca desta atividade nos ensaios com os discos contendo extrato
concentrado a partir da metodologia empregada nos indica que a toxina
produzida pela estirpe W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51938) possui
massa molecular acima de 10 kDa. N&o foi possivel visualizar a presenga da

toxina produzida pela estirpe C. yuanshanicus (IMUFRJ/51934) no teste de

difusdo de toxina. Tanto os discos contendo o extrato concentrado quanto
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contendo a fracdo excluida nédo foram capazes de matar ou mesmo inibir o

crescimento das leveduras alvo inoculadas nas placas com Agar YM.

4.6. Atividade micocinogénica contra fungos fitopatogénicos

Os testes preliminares com esta coleg¢ao de leveduras micocinogénicas
(Tabela 2) mostraram que algumas estirpes selecionadas possuem potencial
para a inibicao de fitopatdgenos (Cabral, 2004). A inibicdo do crescimento foi
detectada para o fungo Moniliophthora perniciosa em confronto com
Dipodascus capitatus estirpe IMUFRJ/51914 com 12 mm de halo de inibicao
em placa de Petri e C. yuanshanicus estirpe IMUFRJ/51934 apresentando
6 mm de halo de inibicdo em placa de Petrii O fungo Colletotrichum
gloeosporioides foi inibido por W. saturnus var. subsufficiens estirpe
IMUFRJ/51938 com halo de 8 mm; e Fusarium graminiarum por
W. saturnus var. subsufficiens estirpe IMUFRJ/51939 com 6 mm de inibicdo. O
antagonismo foi repetido com o fungo Moniliophthora perniciosa para a estirpe
de Dipodascus capitatus (IMUFRJ/51914) com a obtengdo de uma inibigdo um
pouco menor (8 mm de halo), assim como para a estirpe de C. yuanshanicus
(IMUFRJ/51934) que manteve os 6 mm halo de inibigao.

Nos testes de confronto direto subsequentes, realizados in vitro,
utilizando todas as leveduras micocinogénicas (Tabela 2) contra os fungos
fitopatogénicos verificamos uma redugao da atividade de antagonismo contra o
fungo Moniliophthora perniciosa de Dipodascus capitatus (IMUFRJ/51914) e
C. yuanshanicus (IMUFRJ/51934), apés manutencao das estirpes em colegao.
O mesmo aconteceu com as demais estirpes de leveduras utilizadas nestes

testes.
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Apos experimento de concentragdo da toxina para a estirpe Williopsis
saturnus (IMUFRJ/51938), o extrato concentrado foi utilizado em confronto com
a levedura alvo C. glabrata estirpe IMUFRJ/50083 e mostrou atividade
produzindo inibicdo e morte celular (Figura 12). Este extrato concentrado foi
utilizado para expor os fitopatégenos a acdo da toxina através da difusdo da
toxina em placas de Petri, entretanto, nas condi¢des estabelecidas para este

teste nao foi possivel visualizar o antagonismo dos fungos por esta estirpe.

4.7. Efeito da inoculagao de leveduras em milho

Foram utilizadas neste experimento sementes de milho da variedade
Eldorado, que foram selecionadas com base no peso do gréo (= 0,5 g). A
preparacdo dos vasos foi feita com solo retirado do campo de cultivo do
Sistema Integrado de Produgdo Agropecuaria (SIPA), Embrapa Agrobiologia.
E um solo de baixa fertilidade, caracterizado por uma camada superficial
arenosa sustentada por uma camada subsuperficial compacta de argila. O solo
em questao continha 0,88% de C e 1.55% de matéria orgénica, com o pH na
faixas 4.7-5.1 (Dados fornecidos pela EMBRAPA Agrobiologia).

As sementes de milho foram inoculadas, separadamente, embebida em
caldo YM com uma densidade celular de 4 x 10° cels/mL e 3 x 10° cels/mL,
respectivamente para as leveduras C. yuanshanicus (IMUFRJ/51934) e
W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51938).

Aproximadamente 80% das sementes de milho cultivar Eldorado
submetidas ao teste de germinagado in vitro germinaram depois de 72 h a
temperatura ambiente (26°C + 3°). A germinagdo, no vaso, em casa de

vegetacgao, foi de aproximadamente 90%.
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As plantas chegaram ao final do ciclo experimental (100 dias) sem
qualquer trago visivel de doenga de origem bidtica ou abidtica, sendo
consideradas sadias. O peso seco das plantas foi determinado com 40 dias e
100 dias apos o plantio (final do experimento). Na ultima avaliagdo foram
observados os pesos secos medios de 6,4 + 0,8 g nas plantas coletadas no
tratamento com inoculagdo de W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51938);
6,1 + 1,0 g no tratamento com inoculagao de C. yuanshanicus (IMUFRJ/51934);
e de 6,7 £ 0,9 g para o controle (sem inoculacdo de leveduras). A analise
estatistica ndo mostrou diferenga significativa no peso seco das plantas no

decorrer do experimento.

\aH |
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Figura 13: Plantas de milho (cultivar Eldorado) no 40° dia ap6s o
plantio. A partir da esquerda o técnico José Olavo Jascinto do
Nascimento e a Dr? Ida Carolina Direito.
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4.7.1. Triagem com meios de cultura diferenciais para agrupamento de
estirpe de leveduras

Tabela 8: Populagdes de leveduras em rizosfera de milho.

Detecgdo do inoculante

In6éculo 25 DAP 100 DAP 25 dias 100 dias
() [y] () [y]
C. yuanshanicus IMUFRJ/51934 3 x 10° UFC/g 1,5x 10° UFC/g (16) [14] (40) [35]
W.saturnus IMUFRJ/51938 8 x 10° UFC/g 2,5 x 10* UFC/g (23) [18] (33) [29]
Controle — sem indculo 2,5x 10> UFC/g 1 x 10° UFC/g (6) [2*] (22) [13*]

x —n° de estirpes isoladas; y n° de estirpes isoladas com o mesmo padrdo da levedura inoculada;
* padrdo da estirpe IMUFRJ/51934; DAP — Dias apos plantio.

O efeito rizosfera para leveduras foi observado nesse experimento,
considerando que a populagdo de leveduras no solo natural estava abaixo do
nivel de detecgao por métodos de plagueamento, e em rizosfera a populacao
atingiu 10® UFC/g com 100 dias de plantio (Tabela 8). Nos sistemas inoculados
com leveduras, comparando a populacdo 100 dias apés o plantio em relagao a
de 25 dias, observamos o aumento de uma ordem de magnitude para
W. saturnus var. subsufficiens e para C. yuanshanicus a populagéao
permaneceu aproximadamente igual. As estirpes isoladas na rizosfera da
planta foram identificadas para confirmar a sobrevivéncia do inoculante.

A triagem com meios de cultura diferenciais (Garcia, 2007), modificado
por Hagler (comunicagao pessoal) foi a ferramenta utilizada para agrupar as
leveduras isoladas da rizosfera de plantas de milho nas duas coletas realizadas
durante o experimento.

Amostras da rizosfera do milho foram coletadas no 25° dia apds o
plantio. Nestas amostras, 45 estirpes de leveduras foram selecionadas com
base no conjunto de dados da morfologia colonial dos diferentes meios de
cultivo diferenciais. Com o crescimento destas estirpes nos meios de cultivo

diferenciais, conseguimos fazer um agrupamento que nos permitiu selecionar
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estirpes representativas de diferentes tipos morfolégicos que foram
identificadas genotipicamente (Tabela 9). Os padrées obtidos com os meios

diferenciais, assim como a identificagdo por meio do sequenciamento da regiao

D1/D2 26S rDNA estao descritos na Tabela 10.

Tabela 9: Identificagao de estirpes de leveduras isoladas de rizosfera de milho.

Estirpes Identificagdo D1/D2 26S rDNA Similaridade Sistema de In6culo (DAP)
RM 01 Williopsis saturnus var.subsufficiens 533/534 (99%) W.saturnus 25 dias

RMO06 Candida maltosa 523/525 (99%) W.saturnus 25 dias

RMO7 Williopsis saturnus var.subsufficiens 537/537 (100%) W.saturnus 25 dias

RMO08 Williopsis saturnus var.subsufficiens 539/539 (100%) W.saturnus 25 dias

RM13 Williopsis saturnus var.subsufficiens 538/538 (100%) W.saturnus 25 dias

RM17 Williopsis saturnus var.subsufficiens 537/537 (100%) W.saturnus 25 dias

RM20 Cryptococcus laurentii 526/528 (99%) C.yuanshanicus 25 dias
RM21 Cryptococcus laurentii 526/526 (100%) W.saturnus 25 dias

RM24 Candida yuanshanicus 552/553 (99%) C.yuanshanicus 25 dias
RM30 Candida yuanshanicus 527/530 (99%) C.yuanshanicus 25 dias
RM38 Cryptococcus laurentii 528/528 (100%) Controle sem in6culo 25 dias
RM39 Candida yuanshanicus 554/555 (99%) Controle sem in6culo 25 dias
RM40 Torulaspora globosa 534/537 (99%) Controle sem ino6culo 25 dias
RM41 Candida yuanshanicus 538/539 (99%), Controle sem indculo 25 dias
RM42 Torulaspora globosa 475/477 (99%) Controle sem ino6culo 25 dias
RM43 Cryptococcus laurentii 526/528 (99%) W.saturnus 25 dias

RM45 Torulaspora globosa 495/498 (99%) Controle sem inéculo 25 dias

DAP — Dias ap6s o plantio.

De acordo com os dados obtidos durante a analise das estirpes

isoladas na primeira coleta de rizosfera cultivadas em meios de cultivo
diferenciais, verificamos a eficacia desta metodologia no agrupamento de
isolados, e na visualizacdo rapida da presenca das estirpes que foram
inoculadas na fase inicial do experimento. Sendo assim, utilizamos apenas
essa ferramenta na analise das estirpes isoladas na segunda coleta.

Com a analise das amostras da rizosfera de milho coletada no 100° dia
de cultivo, selecionamos 95 estirpes com base na morfologia externa das
coloénias. Apos a triagem com meios de cultivo diferenciais, selecionamos
alguns padrdes que estao indicados na Tabela 11.

Buscavamos neste experimento estudar o impacto de leveduras

inoculadas para o cultivar de milho, assim como a capacidade de infestagao e
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permanéncia por estes microrganismos junto a rizosfera. Verificamos que as
estirpes C. yuanshanicus (IMUFRJ/51934) e W. saturnus var. subsufficiens
(IMUFRJ/51938) nao inibiram nem estimularam o crescimento das plantas em
todos os tratamentos e permaneceram associadas as raizes por todo o periodo
de crescimento. Verificamos, ainda, que outras estirpes da levedura
C. yuanshanicus foram isoladas, visto que estavam presentes dentre as
estirpes originadas do controle, como podemos ver na Tabela 10.

O agrupamento feito a partir de padrbes das caracteristicas fenéticas
encontrados em todas as estirpes isoladas da rizosfera de milho esta descrito

na Tabela 12.
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Tabela 10: Padrées obtidos na amostragem da rizosfera de milho analisada apés 25 dias do

plantio
3 ) ©“
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‘o | &S <SS S & |* 3 * * * * * Q |%x K * K *
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Fermentagiode | 4 | 4 | + |+ | + | + | + | + | + | + | + | +
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Formagao de + | - | - | + | + | + | + | + -+ |+ |+
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IAssimilagdo de - - - - - - - - + - - -
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Estirpes cujos nomes estdo descritos foram identificadas por meio do sequenciamento D1/D2 26S rDNA .
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Tabela 10: continuacéo...
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Estirpes cujos nomes estdo descritos foram identificadas por meio do sequenciamento D1/D2 26S rDNA .
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Tabela 10: continuacéo...

Identificagdo
Inéculo IMUFRJ/51938
C.yuanshanicus
Inéculo IMUFRJ/51934

W.saturnus

RM22 *
RM23 *

RM24 **
RM25 **
RM26 **
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RM28 **
RM29 **
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1
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CMA

* indculo IMUFRIJ/51938 ** in6culo IMUFRIJ/51934 *** controle sem inoculo
Estirpes cujos nomes estdo descritos foram identificadas por meio do sequenciamento D1/D2 26S rDNA .
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Tabela 10: continuacéo...
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Crescimento a - - i - - - - - + - + - - +
40°C

E E E

Padrdes obtidos | A | B | B B B B D B

Teste “killer”

BILVBCML pH 5,5

BILVBCML pH 4,0

'YM pH 4,2

BIL EMB

BIL EMB 0,05 EL

BIL
s

INitrato

INitrito

CMA

et - 2 :
* indculo IMUFRIJ/51938 ** in6culo IMUFRIJ/51934 *** controle sem inoculo
Estirpes cujos nomes estdo descritos foram identificadas por meio do sequenciamento D1/D2 26S rDNA .




Resultados |74

Tabela 11: Padrdes de identificacdo na amostragem da rizosfera de milho
analisada apés 100 dias do plantio, a partir de 95 estirpes isoladas.

g |g%
g | = |8¢%
= =
S |e% |SF * X X
o |22 |52 % * * * * * *
S |82 |[S2 |* * * * I e} ©o en
S22 |82 |o " N O 0 =) — — e
< a 3 i?’ < ) o~ 0 — E — —
L] T ‘U . ‘O
SEGEZ 2 B E 2 B 2 B2
Fermentagdo de
glicose + + + + = + + = = = =
Formagao de
pelicula + - + + - - - - - - -
Padroes obtidos

Teste “killer”

BILVBCML pHS5.5

BILVBCML pH 4,0

'YM M pH 4,2

BIL EMB

BIL EMB 0,05 EL

BIL

INitrato

INitrito

CMA

* indculo IMUFRJ/51938 ** indculo IMUFRIJ/51934 *** controle sem indculo



Tabela 12: Leveduras isoladas de rizosfera de milho.
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N° da estirpe  Padrdo fenotipico * Sistema de indculo (DAP) Identificagdo D1/D2
RMO1 A W.saturnus 25 dias W.saturnus var. subsufficiens
RMO02 A W.saturnus 25 dias

RMO03 A W.saturnus 25 dias

RMO04 A W.saturnus 25 dias

RMO5 A W.saturnus 25 dias

RMO7 A W.saturnus 25 dias W.saturnus var. subsufficiens
RMOS A W.saturnus 25 dias W.saturnus var. subsufficiens
RMO09 A W.saturnus 25 dias

RM10 A W.saturnus 25 dias

RM11 A W.saturnus 25 dias

RM12 A W.saturnus 25 dias

RM13 A W.saturnus 25 dias W.saturnus var. subsufficiens
RM14 A W.saturnus 25 dias

RM15 A W.saturnus 25 dias

RM16 A W.saturnus 25 dias

RM17 A W.saturnus 25 dias W.saturnus var. subsufficiens
RM18 A W.saturnus 25 dias

RM19 A W.saturnus 25 dias

RM47 A W.saturnus 100 dias

RM48 A W.saturnus 100 dias

RM49 A W.saturnus 100 dias

RMS50 A W.saturnus 100 dias

RMS51 A W.saturnus 100 dias

RMS52 A W.saturnus 100 dias

RM53 A W.saturnus 100 dias

RM54 A W.saturnus 100 dias

RM56 A W.saturnus 100 dias

RMS57 A W.saturnus 100 dias

RMS58 A W.saturnus 100 dias

RM59 A W.saturnus 100 dias

RM60 A W.saturnus 100 dias

RM61 A W.saturnus 100 dias

RM62 A W.saturnus 100 dias

RM63 A W.saturnus 100 dias

RMo64 A W.saturnus 100 dias

RM65 A W.saturnus 100 dias

RM66 A W.saturnus 100 dias

RM67 A W.saturnus 100 dias

RM68 A W.saturnus 100 dias

RM69 A W.saturnus 100 dias

RM70 A W.saturnus 100 dias

RM71 A W.saturnus 100 dias

RM72 A W.saturnus 100 dias

RM73 A W.saturnus 100 dias

RM75 A W.saturnus 100 dias

RM131 A W.saturnus 100 dias

RM132 A W.saturnus 100 dias

RM24 B C.yuanshanicus 25 dias C.yuanshanicus
RM25 B C.yuanshanicus 25 dias

RM26 B C.yuanshanicus 25 dias

RM27 B C.yuanshanicus 25 dias

RM28 B C.yuanshanicus 25 dias

RM29 B C.yuanshanicus 25 dias

RM30 B C.yuanshanicus 25 dias C.yuanshanicus
RM31 B C.yuanshanicus 25 dias

RM32 B C.yuanshanicus 25 dias

RM33 B C.yuanshanicus 25 dias

RM34 B C.yuanshanicus 25 dias
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N°daestirpe  Padrdo fenotipico * Sistema de indéculo (DAP) Identificagdo D1/D2
RM35 B C.yuanshanicus 25 dias

RM36 B C.yuanshanicus 25 dias

RM37 B C.yuanshanicus 25 dias

RM38 B C.yuanshanicus 25 dias

RM39 B Controle sem in6culo 25 dias ~ C.yuanshanicus
RM41 B Controle sem inéculo 25 dias C.yuanshanicus
RM44 B C.yuanshanicus 25 dias

RM77 B C.yuanshanicus 100 dias

RM78 B C.yuanshanicus 100 dias

RM79 B C.yuanshanicus 100 dias

RMS80 B C.yuanshanicus 100 dias

RMS1 B C.yuanshanicus 100 dias

RMS3 B C.yuanshanicus 100 dias

RMS84 B C.yuanshanicus 100 dias

RM85 B C.yuanshanicus 100 dias

RMS86 B C.yuanshanicus 100 dias

RMS87 B C.yuanshanicus 100 dias

RM89 B C.yuanshanicus 100 dias

RM90 B C.yuanshanicus 100 dias

RMO91 B C.yuanshanicus 100 dias

RM92 B C.yuanshanicus 100 dias

RM93 B C.yuanshanicus 100 dias

RM94 B C.yuanshanicus 100 dias

RM95 B C.yuanshanicus 100 dias

RMO96 B C.yuanshanicus 100 dias

RM97 B C.yuanshanicus 100 dias

RM98 B C.yuanshanicus 100 dias

RM99 B C.yuanshanicus 100 dias

RM100 B C.yuanshanicus 100 dias

RM101 B C.yuanshanicus 100 dias

RM103 B C.yuanshanicus 100 dias

RM104 B C.yuanshanicus 100 dias

RM105 B C.yuanshanicus 100 dias

RM106 B C.yuanshanicus 100 dias

RM107 B Controle sem indculo 100 dias

RM108 B Controle sem indculo 100 dias

RM109 B Controle sem in6culo 100 dias

RM110 B Controle sem in6culo 100 dias

RMI111 B Controle sem in6culo 100 dias

RM112 B Controle sem in6culo 100 dias

RMI113 B Controle sem in6culo 100 dias

RM114 B Controle sem in6culo 100 dias

RM119 B Controle sem in6culo 100 dias

RM121 B Controle sem in6culo 100 dias

RM122 B Controle sem in6culo 100 dias

RM123 B Controle sem indculo 100 dias

RM124 B Controle sem indculo 100 dias

RM129 B C.yuanshanicus 100 dias

RM130 B C.yuanshanicus 100 dias

RM135 B C.yuanshanicus 100 dias

RM136 B C.yuanshanicus 100 dias

RM137 B C.yuanshanicus 100 dias

RM138 B C.yuanshanicus 100 dias

RM139 B C.yuanshanicus 100 dias

RM140 B C.yuanshanicus 100 dias

RMO06 C W.saturnus 25 dias Candida maltosa
RM46 C Controle sem indculo 25 dias

RM20 D C.yuanshanicus 25 dias Cryptococcus laurentii
RM21 D W.saturnus 25 dias Cr. laurentii




Resultados |77

N°daestirpe  Padrdo fenotipico * Sistema de indéculo (DAP) Identificagdo D1/D2
RM22 D W.saturnus 25 dias

RM23 D W.saturnus 25 dias

RM38 D Controle sem indculo 25 dias Cr. laurentii
RM43 D W.saturnus 25 dias Cr. laurentii
RM40 E Controle sem in6culo 25 dias Torulaspora globosa
RM42 E Controle sem inéculo 25 dias T. globosa
RM45 E Controle sem inéculo 25 dias T. globosa
RM49 F W.saturnus 100 dias

RMS82 F C.yuanshanicus 100 dias

RMS55 G W.saturnus 100 dias

RM74 H W.saturnus 100 dias

RM76 I C.yuanshanicus 100 dias

RM126 | Controle sem in6culo 100 dias

RM127 I Controle sem indculo 100 dias

RM134 1 W.saturnus 100 dias

RMSS8 J C.yuanshanicus 100 dias

RM102 K C.yuanshanicus 100 dias

RM115 L Controle sem indculo 100 dias

RM128 L C.yuanshanicus 100 dias

RM116 M Controle sem indculo 100 dias

RM120 M Controle sem indculo 100 dias

RM125 M Controle sem indculo 100 dias

RM133 N W.saturnus 100 dias

* Padrdo fenotipico obtido com cultivo em meios de cultura diferenciais; DAP — Dias apos plantio.

4.7.2. Isolamento de leveduras endofiticas

No isolamento de leveduras endofiticas das raizes do cultivar de milho
que utilizamos nos experimentos deste projeto identificamos estirpes isoladas a
partir do espalhamento direto em placa de Petri e estirpes que foram isoladas
apoés enriquecimento em caldo BIL.

Apo6s a incubacao foi possivel verificar, além da presencga de coldnias de
leveduras, a presenca de fungos filamentosos. E importante salientar que as
placas que foram obtidas a partir de raizes de plantas que receberam o in6culo
IMUFRJ/51938  (Williopsis  saturnus  var.  subsufficiens)  continham
predominantemente leveduras com presenga eventual de colénias de fungos
filamentosos. Nas placas originadas dos demais tratamentos encontramos

tanto fungos filamentosos como também leveduras que foram isoladas.
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Os fungos filamentosos acima tratados foram submetidos ao confronto
direto contra as leveduras C. yuanshanicus (IMUFRJ/51934) e W. saturnus var.
subsufficiens (IMUFRJ/51938) em placa de Petri contendo Agar BDA e nenhum
sinal de antagonismo foi detectado, apenas pudemos verificar a coexisténcia
dos fungos filamentosos e das leveduras.

A identificagcado das estirpes de leveduras endofiticas encontradas esta

descrita na Tabela 13.

Tabela 13: Leveduras endofiticas isoladas de raizes de milho (Cultivar Eldorado) identificadas
pelo sequenciamento da regido D1/D2 26S rDNA.

Estirpes Meio Identificagdo D1/D2 26S rDNA Similaridade Inoculante

EYO01 E W. saturnus var.subsufficiens 516/517 (99%) W. saturnus var.subsufficiens
EY02 P W. saturnus var.subsufficiens 532/532 (100%)  W. saturnus var.subsufficiens
EY03 E W. saturnus var.subsufficiens 496/499 (99%) W. saturnus var.subsufficiens
EY04 E Cryptococcus flavescens 538/543 (99%) W. saturnus var.subsufficiens
EY05 E W. saturnus var.subsufficiens 525/525 (100%)  W. saturnus var.subsufficiens
EY06 E Candida yuanshanicus 540/543 (99%) W. saturnus var.subsufficiens
EY14 P W. saturnus var.subsufficiens 524/526 (99%) W. saturnus var.subsufficiens
EYO07 E Candida yuanshanicus 511/512 (99%) Candida yuanshanicus

EYO08 E Cryptococcus flavescens 543/545 (99%) Candida yuanshanicus

EY09 E Candida yuanshanicus 543/544 (99%) Candida yuanshanicus

EY10 E Candida yuanshanicus 317/318 (99%) Candida yuanshanicus

EY1l E Candida yuanshanicus 511/512 (99%) Candida yuanshanicus

EY15 P Candida yuanshanicus 548/550 (99%) Candida yuanshanicus

EY17 P Candida yuanshanicus 523/525 (99%) Candida yuanshanicus

EY12 E Candida yuanshanicus 518/519 (99%) Sem indculo

EY13 E Candida yuanshanicus 235/237 (99%) Sem indculo

EY16 P Candida yuanshanicus 524/526 (99%) Sem indculo

E: isoladas em meio de enriquecimento (BIL); P: isoladas por plaqueamento (Agar YM)
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5. Discussao

O interesse no potencial biotecnolégico das leveduras foi impulsionado
pelo reconhecimento de caracteristicas tais como a facilidade de manuseio e
de obtencdo de grandes quantidades de massa celular, a habilidade de
crescimento em uma ampla variedade de substratos, faixas de pH e taxas de
oxigénio. Além disso, as leveduras s&do organismos, de um modo geral,
considerados seguros, sendo apenas umas poucas espécies patdgenas
oportunistas (Rosa & Peter, 2006). Os diversos grupos de pesquisa que
trabalham com micocinas tém avangado no conhecimento desta area, mas a
diversidade de toxinas encontradas na natureza e 0s mecanismos de
resisténcia, assim como a variabilidade genética para esta caracteristica
apresentam novos desafios no desenvolvimento de processos biotecnoldgicos
eficientes que fagcam uso dos mecanismos biolégicos que governam as
interagbes antagbnicas em fungos.

As estirpes utilizadas no presente estudo foram isoladas no curso de
trabalhos sobre a diversidade microbiana de diferentes ambientes brasileiros, e
encontram-se depositadas na Colecdo de Culturas de Leveduras do
IMPPG/UFRJ. A triagem preliminar das leveduras micocinogénicas foi realizada
a partir de 240 Isolados de solo da Floresta Amazonica (Vital et al., 2002), 53
isolados de solo e rizosfera de milho de uma fazenda de cultivo organico
(Costa et al., 2006; Gomes et al., 2003) e 50 isolados do fruto em
decomposicdo da jaqueira (Artocarpus heterophyllus) (Carvalho, 2007).
Considerando a diversidade dos ambientes estudados, conforme esperado,
foram encontradas algumas estirpes de leveduras micinogénicas cuja atividade

nao havia sido anteriormente relatada na literatura, incluindo estirpes de
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D. capitatus, T. asahii e C. yuanshanicus (nova espécie isolada de rizosfera de
milho). Outras estirpes selecionadas, (W. saturnus var. subsufficiens e
P. membranifaciens) eram conhecidas como espécies produtoras de
micocinas.

A incidénica de atividade micocinogénica pode variar de acordo com 0o
habitat estudado. A frequéncia de isolamento de leveduras micocinogénicas
tem sido mais elevada em ambientes efémeros ricos em nutrientes (como
flores, néctar das fores, frutos maduros e tecidos em deterioracéo - que contém
altas populagbdes de poucas espécies de leveduras geralmente fermentativas)
do que nos ambientes mais estaveis, e ricos em biodiversidade (como solo e
agua - que tipicamente apresentam numero maior de espécies raras). Segundo
Lachance e Starmer (1998), leveduras coletadas de frutos em decomposi¢cao
sao mais propensas a apresentar o fendtipo “killer” do que as leveduras
isoladas de quaisquer outras comunidades, como necroses de cactos e
exudados de arvores. Czaran e Hoeskstra (2003) sugerem que a co-existéncia
de estirpes “killer”, sensiveis e resistentes pode ser explicada pela distribuicdo
destas leveduras em metapopulagdes. Neste caso, o fenodtipo “killer” poderia
ser visto como um fendmeno restrito a habitats temporarios, como os frutos em
decomposicao, capazes de manter pequenas comunidades que eventualmente
sao extintas, mas que ressurgem via recolonizagéo de outros habitats. Nossos
estudos foram compativeis com esta afirmagdo, como podemos observar na
Tabela 1. Verificou-se que, dentre as leveduras estudadas a frequéncia de
estirpes micocinogénicas foi maior dentre aquelas isoladas de frutos do que

dentre as estirpes isoladas de outros substratos estudados.
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5.1. Identificagao das leveduras micocinogénicas

As caracteristicas fenotipicas morfolégicas e bioquimicas continuam a
ser o principal critério usado para a identificagcdo de um isolado desconhecido.
Muitas leveduras de habitats bem estudados podem ser efetivamente
identificadas por um taxonomista de leveduras experiente por meio de métodos
fenotipicos. Entretanto, os novos bidtipos que sao frequentemente encontrados
em habitats menos estudados sdo um desafio. Embora os testes fenotipicos
convencionais sejam relativamente simples, esses testes sio laboriosos e
podem apresentar resultados ambiguos. Esta Ilimitagdo diz respeito
principalmente aos grupos que possuem um perfil assimilativo limitado a
poucas fontes de carbono e aqueles com perfil assimilativo muito variado.
Comparagdes moleculares tém sido cada vez mais usadas na identificagao de
leveduras (Kurtzman & Robnett, 1998). Por esta razdo, a caracterizagao
taxondmica das leveduras micocinogénicas utilizadas neste projeto deu-se por
meio de critérios fenéticos e genéticos, que foram analisados de forma conjunta
em uma abordagem polifasica (Yarrow, 1998; Kurtzman & Fell, 1998;
Kurtzman, C.P. & Robnett, 1998). Neste contexto a determinagédo das diversas
caracteristicas fenéticas mostrou que as estirpes (IMUFRJ/51934;
IMUFRJ/51935; IMUFRJ/51936) estavam relacionadas ao género Pichia.
Posteriormente, as analises filogenéticas baseadas na sequéncia da regiao
D1/D2 do 26S rDNA nos mostrou que estas estirpes eram somente 88% similar
a cultura tipo das espécies mais relacionadas filogeneticamente: Pichia bovis
(van Uden & Carmo — Souza, 1957) e Pichia canadensis ((Wickerham)

Kurtzman, 1984). Para esta regidao do rDNA, a observacédo de 6 substituicdes
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(1%) é suficiente para que uma espécie seja considerada nova (Kurtzman &
Fell, 2006; Kurtzman & Robnett, 1998).

A regiao intergénica ITS (Internal Transcribed Spacer) tem sido utilizada
como critério adicional para elucidar a identificacdo de leveduras quando
espécies filogeneticamente relacionadas nao podem ser separadas unicamente
pela analise das sequéncias da regiao D1/D2 (Scorzetti et al., 2002; Fell et al.,
2000). Dada a grande diferengca verificada para esta regido nas estirpes
estudadas e as demais espécies descritas na literatura, as sequéncias da
regido ITS ndo seriam indispensaveis para a separagao das estirpes, porém
foram importantes para mostrar que esta regido € igual para as trés estirpes
estudadas desta nova espécie.

Apesar do conjunto de critérios moleculares e bioquimicos colocarem
esta nova espécie no género Pichia, devemos lembrar que as leveduras deste
género sao identificadas por apresentarem, dentre outras caracteristicas, a
formagado de ascosporos (Kurtzman et al., 2008). Esta caracteristica nao foi
observada para estas estirpes, apdés os testes padrdo. Na falta desta
caracteristica, as estirpes foram incluidas no género Candida.

A descricao formal da nova espécie foi proposta em artigo submetido
pelo nosso grupo ao “Journal of Evolutionary and Systematic Microbiology”,
como Candida middelhovennii. Simultaneamente ao nosso trabalho, uma
levedura, com as mesmas caracteristicas, foi isolada no solo de Taiwan (solo
de floresta em Yuanshan, lllan, 2006), e descrita recentemente (Liu, et al.,
2008) recebendo o nome de Candida yuanshanicus. Devido a prioridade de
quem submeteu primeiro a proposta para publicacdo, a nova espécie ficou

assim designada. A ocorréncia de leveduras em solos tem sido reportada em
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uma variedade de ambientes geograficos (Lachance & Starmer 1998; Spencer
& Spencer 1997; Phaff & Starmer 1987; Carmo-Souza 1969;) Entretanto o
isolamento de uma nova espécie, por dois grupos de pesquisadores distintos,
em nichos ecoldgicos tdo distantes, consolida a espécie adicionando mais trés

estirpes e confirma a distribuicdo ubiqua de muitas espécies de leveduras.

5.2. Atividade micocinogénica

A compreensédo da ecologia microbiana e o estabelecimento de uma
taxonomia microbiana confiavel sdo meios para revelar novidade tanto em nivel
de organismos quanto de suas propriedades (Bull & Stach, 2004; Bull et al.,
2000). A pesquisa para a utilizagado de leveduras micocinogénicas visando a
aplicagao em biotecnologia é relativamente nova (Marquina et al., 2002), porém
tem sido intensificada na ultima década. Em nossos levantamentos, os géneros
Pichia e Williopsis foram os mais frequentes dentre as estirpes produtoras de
atividade micocinogénica. Estes géneros foram apontados como grupos com
micocinas de amplo espectro de atividade contra S. cerevisiae e C. albicans
(Schimitt & Breining, 2002; Marquina et al., 2002; Ohta, et al. 1984).

No estudo de Abranches e colaboradores (1997) com isolados de
comunidades de leveduras de ambientes tropicais do Brasil, 13 espécies foram
selecionadas e Pichia kluyveri var. kluyveri foi apontada como a mais
frequente. Neste estudo, esta espécie foi a que produziu o maior espectro de
atividade micocinogénica contra isolados sensiveis e aparentemente
produzindo diferentes toxinas. Entretanto, dados obtidos desta estirpe de Pichia
kluyveri var. kluyveri, foram comparados com o espectro de atividade de Pichia

kluyveri var. kluyveri isolado do fruto amapa (Morais et al., 1992) verificando-se
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um maior espectro de atividade da segunda em relagao a primeira (Abranches
et al., 1997). Esta diferenca no espectro de atividade micocinogénica pode ser
observada em nossos estudos, ndo somente para as estirpes dos géneros
Pichia e Williopsis, como também para o género Candida, e se explica porque
a atividade micocinogénica é dependente da estirpe.

As estirpes de P. membranifaciens foram as que apresentaram um
menor espectro de atividade micocinogénica, e na maioria dos casos sé foi
constatado o antagonismo destas leveduras em testes com algumas estirpes
alvo utilizadas neste projeto. Este resultado é consistente com o encontrado em
um estudo realizado com a fruta goiaba no qual a espécie P. membranifaciens
estava entre as mais frequentemente encontradas, mas também apresentavam
baixo espectro de atividade micocinogénica (Abranches et al., 2000). Contudo,
uma estirpe desta mesma espécie foi selecionada para utilizagdo como agente
de biocontrole e o extrato concentrado com sua toxina exerceu efeito fungicida
para o fungo Botrytis cinérea (Santos & Marquina, 2004). Isso nos mostra que
existe uma variabilidade de respostas quando tratamos de interacdes de
antagonismo. Este fato tem sido citado como um dos fatores criticos para o
emprego mais amplo de agentes de controle biolégico (El-Tarabily &
Sivasithamparam, 2006; Botelho, 1996)

As estirpes do género Pichia encontradas em nosso estudo foram
isoladas de substrato vegetal, mais especificamente do fruto em decomposi¢ao
da jaqueira (Artocarpus heterophyllus) no qual, conforme mencionado no inicio
da discussao, por ser um substrato efémero e rico em nutrientes, é esperada
uma maior frequéncia de leveduras com atividade micocinogénica. A atividade

micocinogénica € considerada como um mecanismo de competicdo por
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interferéncia comum na sucessao de comunidades de leveduras como aquelas
em fermentacdes naturais (Golubev 2006; Abranches et al., 1998; Lachance,
1995; Starmer et al., 1987). Em um trabalho com leveduras isoladas de
azeitonas, 49 estirpes mostraram atividade micocinogénica e apenas duas
foram consideradas neutras (Hernandez et al., 2008). Esses dados foram
consistentes com a alta frequéncia e diversidade de leveduras “killer’ isoladas
do fruto Parahancornia amapa e também de leveduras associadas com
drosdfilas da Floresta Atlantica (Morais et al., 1995, 1992).

W. saturnus var. subsufficiens é conhecida pelo seu amplo espectro de
atividade micocinogénica tendo sido frequentemente isolada do solo e habitats
relacionados em regides geograficas diferentes (Kurtzman & Fell 1998;
Yamamoto et al., 1986; Ohta et al., 1984). Em nosso estudo, isso foi
evidenciado, uma vez que nossas estirpes de W. saturnus var. subsufficiens
foram oriundas de solo de uma fazenda agroecoldgica do Rio de Janeiro e de
solo da Floresta Amazdnica, Roraima. Além disso, detectamos nestas estirpes
um amplo espectro de atuagado com algumas diferengas entre si, que confirma
o carater estirpe especifico do fendtipo “killer” e que uma estirpe
micocinogénica pode produzir mais de um tipo de toxina (Tabela 7).

As estirpes de W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51938,
IMUFRJ/51939) mantiveram a atividade micocinogénica em todos os testes
realizados contra C. glabrata (IMUFRJ/50083" = UWO CANADA Y-55),
tipicamente usada como levedura alvo. A estabilidade para as toxinas
produzidas pelo grupo Williopsis, ja foi tratada (Ohta et al., 1984) e é esperado
que a expressao de toxina aconteca em grande faixa de pH. Além disso, as

leveduras Williopsis mrakii (Schimitt & Breining, 2002; Marquina et al., 2002) e
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Williopsis saturnus (Marquina et al., 2002) foram apontadas, em diferentes
trabalhos, como portadoras de base genética cromossomal para a expressao
da atividade micocinogénica, o que garante uma maior estabilidade deste
fendtipo. Isto foi observado para as nossas estirpes de W. saturnus var.
subsufficiens.

Uma condicdo para a bioprospeccao da atividade micocinogénica é a
utilizacdo de uma estirpe sensivel durante os testes, entretanto, o numero
limitado de estirpes que vém sendo utilizado para este fim, podem mascarar o
numero real de leveduras capazes de inibir ou matar outras leveduras. A
levedura C. glabrata (IMUFRJ/50083" = UWO CANADA Y-55) foi utilizada em
diferentes trabalhos como sendo uma levedura sensivel (Vital et al., 2002;
Abranches et al., 2000, 1997), no entanto, a necessidade da inser¢cao de
leveduras sensiveis adicionais deve ser considerada em estudos de
bioprospecgcdo de estirpes com caracteristicas micocinogénicas (Hernandez
et al., 2008; Abranches et al., 1997). Como podemos observar na Tabela 1, em
diferentes estudos de prospeccgao de leveduras micocinogénicas C. glabrata foi
usada como estirpe alvo. Nestes estudos, a maior incidéncia de atividade
micocinogénica foi detectada para estirpes da espécie Pichia kluyveri e isso se
deve, dentre outros fatores, a utilizacdo da mesma estirpe alvo, visto que o
efeito da toxina ocorre em resposta a auséncia de resisténcia a este fenotipo.
Como resultado do aumento do numero de estirpes alvo confrontadas com as
leveduras testadas, detectamos a atividade micocinogénica para as espécies
Trichosporon asahii (IMUFRJ/51923) e D. capitatus (IMUFRJ/51914) para as

quais a presenca desta atividade nao tinha sido até entao relatada.
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Mesmo leveduras com um maior espectro de atividade micocinogénica
podem ter sua atividade nado detectada pela limitacdo que o uso de apenas
uma estirpe sensivel e de uma faixa restrita de pH podem trazer. As estirpes de
C. yuanshanicus, por exemplo, possuem um largo espectro de atuagao
(Tabela 7). Entretanto, para a estirpe sensivel C. glabrata (IMUFRJ/50083), o
pH no qual foi possivel detectar a atividade micocinogénica (pH 3,6) encontra-
se abaixo da faixa de pH (4,2- 4,6) considerada 6tima para os testes com
espécies do género Saccharomyces (Starmer et al., 1992), cujo sistema “killer”
€ 0 mais estudado (Schimitt & Breining, 2006; Marquina et al., 2002) (Tabela 7).
Desta forma, nossos dados indicam que a estratégia de bioprospecg¢ao usando
geralmente o pH considerado 6timo para o modelo Saccharomyces, pode néo
detectar leveduras micocinogénicas com diferentes atividades.

Levando em conta a grande diversidade de leveduras existentes
ocorrendo em ambientes tao distintos quanto solos, corpos d’agua, frutos, trato
intestinal de animais, escolnemos neste trabalho testar um grupo de leveduras
alvo bem diverso taxonomicamente, contrariando a ideia que preconiza a acao
de micocinas restrito a seu grupo filogenético, ou a grupos filogenéticos
relacionados (Golubev et al., 2001; Golubev, 1998). Abordagem semelhante foi
usada por Buzzini e Martini (2000 a) que sugerem que a baixa frequéncia de
estirpes micocinogénicas encontradas se deve ao uso de poucas estirpes alvo,
em geral C. glabrata e S. cereviseae. Se observarmos o filograma que mostra a
relacdo evolutiva entre as leveduras estudadas e as estirpes alvo (Figura 8)
verificamos que as estirpes micocinogénicas podem atuar contra leveduras
pertencentes a clados mais proximos e mais distantes. Nosso estudo mostrou

que, para a triagem de leveduras micocinogénicas, devemos diversificar nossa
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escolha de leveduras alvo, e deste modo ampliar a possibilidade de detecgao
da diversidade de estirpes micocinogénicas nas comunidades de leveduras.

E possivel, ainda, que multiplas toxinas sejam produzidas por estirpes
“killer’, como é relatado para o género Saccharomyces (Schimitt & Breining,
2006) e que estas sejam ativas contra diferentes estirpes susceptiveis (Walker
etal., 1995). Talvez isso possa explicar por que estirpes de uma mesma
espécie podem apresentar atividade micocinogénica contra diferentes espécies
de leveduras. Para as estirpes de C. yuanshanicus, por exemplo, observamos
que IMUFRJ/51934 e IMUFRJ/51935 apresentaram antagonismo contra a
estirpe tipo C. glabrata, enquanto IMUFRJ/51936 ndo mostrou tal atividade
(Tabela 7). Estirpes diferentes de uma mesma espécie podem apresentar
padroes de atividade distintos devido a ocorréncia de fendétipo “killer” com
diferentes bases genéticas que podem ser de origem plasmidial, viral ou
cromossomal.

Como podemos ver na Figura 8, conseguimos respostas diferentes nos
testes de atividade micocinogénica o que dificulta a interpretacdo do tipo de
interacao levedura-levedura existente em cada teste realizado. Na Figura 8 (A)
vemos o tipo de resposta que consideramos ideal para a verificacdo da
atividade micocinogénica (Abranches et al., 1998). Analisando o aspecto da
interacdo apresentada na Figura 8 (C), apesar de ndo vermos o halo de
inibicdo, podemos notar a morte celular, indicada pela coloragdo em um tom de
azul mais escuro do que o do corante azul de metileno.

Por outro lado, estirpes que apresentaram somente o halo de inibi¢ao,
como demonstrado na Figura 8 (B), ndo nos permitem afirmar que se trata de

uma atuacao de micocinas, e sim de uma inibicdo do crescimento celular, pois
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sabemos que a producdo destas toxinas ndo é o unico modo de acédo de
leveduras antagonistas, que inclui competicdo por espag¢o e nutrientes,
produgdo de enzimas degradadoras de parede celular, producdo de
metabdlitos antifungicos, indugdo de resisténcia do hospedeiro e
micoparasitismo (El-Tarabily & Sivasithamparam, 2006). Como podemos ver na
Tabela 6 algumas leveduras apresentaram atividade micocinogénica contra
uma determinada levedura sensivel, mas foram capazes apenas de inibir (halo
de inibicdo sem morte celular) outras leveduras contra as quais foram testadas,
indicando que a melhor condicdo para a produgdo da toxina contra
determinadas espécies de leveduras néao foi atingida. A produgédo da micocina
esta condicionada a diversos fatores extrinsecos, tais como pH, temperatura,
concentracdo celular, além de estar relacionada a capacidade de resisténcia da
estirpe atacada (Marquina, et al., 2002; Woods & Bevan, 1968).

Segundo Starmer et al. (1987) as toxinas sao produzidas durante o
crescimento exponencial do ciclo celular, quando os recursos nutricionais sao
abundantes, e em geral, o pH é acido. Em um estudo realizado com uma
estirpe industrial de S. cerevisiae, a atividade maxima da micocina ocorreu
apos 24 h de crescimento, o que nas condicdes do experimento corresponde
ao fim da fase de crescimento exponencial e o inicio da fase estacionaria
(Soares & Sato, 2000). Sendo assim, podemos assumir que estirpes que
apresentaram um resultado como o descrito nas Figuras 8(C) e (D), cujo halo
de inibicdo nao foi observado, podem ter o crescimento um pouco mais lento
do que o das leveduras alvo, ou seja, houve tempo para o crescimento da
levedura alvo, ja que a toxina ainda n&o havia sido produzida, ou pelo menos

nao havia sido produzida em quantidade suficiente para a deteccdo da
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atividade nas condicdes do teste. Este tipo de comportamento também foi visto
para a estirpe de W. saturnus var. subsufficiens IMUFRJ/51938 o que
corrobora com nossa suposi¢ao de que na interpretagcdo do resultado ha que
se levar em conta que as leveduras alvo e micocinogénica podem ter
velocidades de crescimento diferentes. Quando diminuimos a concentragéao de
in6culo para esta estirpe ou elevamos o pH do meio, antes de confronta-la com
a levedura alvo C. glabrata, o halo de inibi¢ao foi gradualmente diminuido até
observarmos somente o halo de morte celular (Figura 11).

Para a exploragdo biotecnolégica € importante a otimizagdo das
condigbes de cultivo para a expressao da atividade micocinogénica; que este
fendtipo seja estavel, ou seja, que ele ndo se perca facilmente no cultivo in vitro
com 0s repiques sucessivos; que a levedura apresente um amplo espectro de
atividade. Desta forma direcionamos nossos estudos para estirpes com
caracteristicas mais promissoras em termos de futuro uso biotecnolégico, por
isso, selecionamos a estirpes: IMUFRJ/51938 (Williopsis saturnus var.
subsufficiens), que demonstrou caracteristicas de expressdo cromossomal para
sua atuagado micocinogénica e vem sendo utilizada em nosso trabalho como
padrdao de expressdo de micocina, e a estirpe Candida yuanshanicus
(IMUFRJ/51934), que apresentou um espectro de atividade relativamente
amplo e inibiu o fungo Moniliophthora perniciosa (Cabral, 2004). Além disso,
pudemos confirmar no decorrer deste projeto, tratar-se de uma nova espécie,
que foi isolada paralelamente em Taiwan e descrita por Liu et al. (2008).

Para as estirpes acima descritas preparamos um concentrado do
crescimento celular, chamado de extrato concentrado, que foi usado em teste

de difusdo em placas contendo leveduras alvo previamente testadas. Como
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resultado, verificamos a atividade micocinogénica em placa de Petri (Figura 12)
a partir do extrato concentrado da estirpe W. saturnus var. subsufficiens
(IMUFRJ/51938). Devido a utilizagdo de membrana de ultrafiltragdo com um
ponto de corte correspondente a MM de 10 kDa, sabemos que o extrato
concentrado obtido possuia moléculas bioativas produzidos pela estirpe de
peso molecular acima de 10 kDa, indicando que a toxina deve possuir um peso
molecular acima desta faixa. Esta avaliacdo nos mostra que a toxina produzida
pela estirpe W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51938) é diferente da
toxina HYI, que tem o peso molecular de 9,5 kDa e foi isolada da mesma
espécie (Otha et al., 1984). Recentemente, outra toxina de Williopsis saturnus,
a KT4561 teve seu peso molecular determinado (62 kDa) e mostrou ser efetiva
contra a espécie C. glabrata na faixa de pH 4,5-8,0. Estudos posteriores devem
ser realizados para a determinacido efetiva do peso molecular da toxina da
estirpe IMUFRJ/51938, porém as caracteristicas destas leveduras, juntamente
com a evidéncia da existéncia de uma base genética cromossomal para toxinas
produzidas por leveduras do género Williopsis, indicam que se trate de toxina
semelhante (Buzzini et al., 2007, 2004).

Todas as estirpes utilizadas neste projeto foram confrontadas com os
fungos filamentosos fitopatogénicos selecionados para teste, mesmo aquelas
para as quais nao pudemos verificar a atividade micocinogénica propriamente
dita, ou ainda, as que nao mostraram um grande espectro de atuagao contra
outras leveduras. Esta decisdo foi fundamentada na caracteristica de alta
especificidade deste tipo de atividade, e como ja foi dito, outros mecanismos de
acdo podem ser responsaveis pelo antagonismo (El-Tarabily &

Sivasithamparam, 2006).
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Muitos fatores interferem com a produg¢ao de micocinas, sendo o pH um
dos mais relevantes (Cabral, 2004; Golubev, 1998) o qual, por outro lado, sofre
alteragdes em fungao da variagao da temperatura (Soares & Sato, 2000). Além
disso, a estirpe sensivel pode tornar-se resistente a toxina caso ocorram
mutacdes nos receptores da parede celular (Starmer et al., 1987). O
desempenho da acado da toxina produzida por algumas leveduras e a
sensibilidade a essa produgdo por outros fungos estd relacionado a
concentragao das células no ambiente estudado (Helbig, 2002; McGuire, 1994;
Young, 1987). Pimenta e seus colaboradores (2008) demonstraram que
Saccharomycopsis schoenii precisava de uma concentragao de pelo menos
108 células/mL para produzir um controle eficiente dos fungos filamentosos
estudados. Entretanto, para uma estirpe de C. oleophila testada contra
Colletotrichum musae e Fusarium moniliforme, a mesma concentragcao celular
resultou em uma protecdo média de 50% (Lassois et al., 2008).

Os ensaios realizados in vitro para verificar o antagonismo de
Dipodascus capitatus e Candida yuanshanicus contra os fungos fitopatogénicos
apresentaram resultados variaveis indicando que o estudo da interacéo
levedura micocinogénica — fungo precisa ser aprofundado no que tange as
melhores condi¢cbes de densidade celular e pH. Uma estratégia eficiente para
uso de micocinas no controle biolégico € a adigao da proteina concentrada em
formulagbes que mantenham a atividade biolégica do produto no campo.
Considerando a variabilidade das estirpes de leveduras na expressao da toxina
“killer’, o emprego de estirpes submetidas ao melhoramento genético pode
resultar em consideravel aumento na producdao da proteina (El-Tarabily &

Sivasithamparam, 2006). Estudos mais elaborados sao necessarios para



Discussao |93

elucidarmos os mecanismos envolvidos na interacdo levedura-fungo, que
talvez apresente alguma semelhangca com a sinalizagdo molecular tipo

“‘quorum-sensing”, processo encontrado em procariotos (Swift et al., 2001).

5.3. Efeito da inoculagao de leveduras em milho

Visando estudar a capacidade de utilizacdo das estirpes W. saturnus
var. subsufficiens (IMUFRJ/51938) e C. yuanshanicus (IMUFRJ/51934) para o
controle de fitopatdgenos in vivo, foi realizado o experimento em casa de
vegetacado onde verificamos a habilidade de colonizagdo da rizosfera de milho
por estes microrganismos bem como sua capacidade de sobrevivéncia como
inoculantes. Para os inoculantes bacterianos ocorre um decaimento da
populagdo quando introduzidos no solo (Botelho et al.,, 1998; Araujo et al.,
1996; Van Elsas et al., 1992). Nossos resultados no experimento de rizosfera
de milho foram promissores, porque, com 100 dias apds o plantio de sementes
inoculadas, a populacao de leveduras permaneceu praticamente estavel para o
sistema com indculo de C. yuanshanicus e foi uma ordem de magnitude mais
elevada para o inoculado W. saturnus var. subsufficiens (Tabela 8) mostrando
a competéncia destas estirpes em colonizar a rizosfera, sobreviver e se
multiplicar durante o crescimento da planta. As raizes das plantas excretam
nutrientes (amino acidos, &cidos organicos, etc) para o solo adjacente,
selecionando uma populagdo microbiana do solo que é aumentada nesse
habitat. Esse efeito rizosfera tem sido demonstrado para a selegcao de
populacdes microbianas do solo, mas ainda €& pouco explorado para
inoculantes (El-Tarabily, 2004). A avaliacdo potencial das leveduras como

fungos ecologicamente adaptados a rizosfera, é importante para o seu



Discussao |94

emprego como agentes de controle biolégico atuando como antagonistas de
fungos fitopatogénicos (El-Tarabily et al., 2006; El-Tarabily 2004). Gomes e
colaboradores (2003) mostraram, através de métodos independentes de
cultivo, que a populacéao de fungos da rizosfera do milho sofreu variagao entre
o periodo em que as raizes eram jovens e a fase de senescéncia quando uma
maior diversidade de fungos (Ascomicetos e Basidiomicetos) foi detectada.
Esse aumento de diversidade também foi detectado em nossos experimentos
quando caracterizamos as leveduras isoladas da rizosfera do milho em
amostras com 25 e 100 dias ap6s o plantio.

Durante o processo de isolamento de leveduras muitas das culturas
obtidas sao clones. Esta redundéancia representa um gasto de tempo e material
para a caracterizacao dos isolados. O emprego de um método rapido de
triagem para a reducédo das culturas redundantes com a utilizagdo de meios
diferenciais resulta na otimizacdo do processo de isolamento e identificacdo de
estirpes (Garcia, 2007). Com o crescimento dos isolados em meios de cultivo
diferenciais, foram obtidos grupamentos de estirpes e posteriormente foi
realizado o sequenciamento de estirpes selecionadas destes grupos,
representativas da comunidade, permitindo avaliar a diversidade de leveduras
encontradas neste periodo do plantio. Os inoculantes foram encontrados com
viabilidade em seus respectivos sistemas de inéculo (Tabela 9). Conseguimos
isolar outra estirpe de C. yuanshanicus (diferente do inoculante) nos sistemas
sem inoculo usados como controle, o que pode ser esperado, uma vez que
esta nova espécie foi primeiramente isolada em rizosfera de milho (Cabral,
2004). E importante ressaltar que a detecgdo de leveduras no solo antes do

plantio foi dificil. No entanto foi possivel isolar estirpes das espécies
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Cryptococcus laurentii, Torulaspora globosa e Candida maltosa, associadas as
raizes ainda jovens das plantas. Estas espécies sdo comumente encontradas
em solos de floresta e de cultivo (Molnar et al., 2008; Beh, 2007; Slavikova &
Vadkertiova, 2003; Limtong et al., Vital et al., 2002) e provavelmente ja
estavam presentes em baixas densidades nao detectaveis por métodos de
plagueamento. Espécies cujas populagdes perfazem cerca de 1% ou menos do
total da comunidade sao de dificil recuperagao por métodos de plaqueamento,
neste caso o efeito rizosfera foi o responsavel pelo aumento destas populacdes
permitindo sua deteccao por métodos de espalhamento em placa.

No isolamento de estirpes da rizosfera 100 dias apds o plantio, a analise
dos isolados utilizando os meios diferenciais, permitiu identificar estirpes que
apresentaram o mesmo padrao de caracteristicas fenéticas das estirpes
inoculadas como pode ser visto na Tabela 12. Também separamos outros
grupos de leveduras que apresentaram padrées ndo encontrados no primeiro
isolamento. Os meios diferenciais utilizados neste trabalho foram considerados
por Garcia (2007) os mais eficientes para diferenciagao de leveduras dentre um
conjunto de 10 meios testados. Noés confirmamos a eficacia da metodologia
tendo conseguido caracterizar as leveduras do isolamento com 25 dias de
plantio e confirmar posteriormente a identificagdo com o sequenciamento da
regiao D1/D2 do 26S rDNA (Tabelas 9 e 10). Isto nos permitiu, no isolamento
de leveduras 100 dias apdés o plantio, utilizar apenas o crescimento dos
isolados em meios diferenciais para verificar a permanéncia dos inoculantes na
rizosfera do milho.

A maior diversidade foi encontrada dentre os isolados obtidos com 100

dias de plantio (Tabela 11). Este resultado concorda com os resultados
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mostrados por Gomes e colaboradores (2003) que utilizou técnicas
independentes de cultivo para analisar a microbiota associada a rizosfera de
milho. Em estudo sobre leveduras associadas a videiras, as diferencas
detectadas nas populagdes de leveduras associadas aos frutos maduros foram
duas ordens de magnitude maiores do que a obtida em frutos imaturos,
entretanto algumas leveduras foram dominantes no periodo mais proximo da
senescéncia, constituindo 70% do total de estirpes encontradas (Beh, 2007).
Em nosso trabalho as leveduras usadas como inoculantes apresentaram esta
tendéncia, mostrando colonizagao na rizosfera do milho e foram as espécies
dominantes isoladas neste habitat (Tabela 12).

A fim de verificarmos a capacidade de colonizag¢ao do tecido interno das
raizes, ao final do experimento de milho, procedemos ao isolamento de
leveduras endofiticas, a partir da desinfeccao e maceracao das raizes de milho,
utilizando uma metodologia que foi testada por Garcia (2007) e que se revelou
eficiente para demonstrar este tipo de associacdo. As interagdes
endofito-planta ainda ndo sdo muito bem compreendidas, mas podem ser
simbidticas, neutras ou antagbnicas. Nas interagcbes simbidticas os
microrganismos produzem ou induzem a produgao pela planta de metabdlitos
primarios e secundarios que podem conferir diversas vantagens a planta tais
como, a diminuicdo da herbivoria e do ataque de insetos, o aumento da
tolerancia a estresses abidticos e o controle de outros microrganismos (Souza
et al., 2004; Rodrigues & Dias Filho, 1996) por meio, por exemplo, da produgao
de micotoxinas (D’Mello & Macdonald, 1997; Clay, 1988).

Verificamos que as estirpes de W. saturnus var. subsufficiens e

C. yuanshanicus, inoculadas no momento do plantio, estavam presentes na
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raiz do cultivar de milho, sendo a segunda isolada em todos os tratamentos
(Tabela 13). Isso demonstra a afinidade dessa levedura com a rizosfera e
raizes de milho. As estirpes de C. yuanshanicus usadas neste projeto foram
originalmente isoladas de rizosfera e, portanto sdo ecologicamente adaptadas
e este habitat. O crescimento destas leveduras na raiz e na rizosfera nao
prejudicou o desenvolvimento das plantas, demonstrando o potencial destas
espécies de leveduras para utilizagdo como agentes de biocontrole, como
produtoras de micocinas e também, como vetores de outras caracteristicas
genéticas de importanica agrondmica (Souza et al., 2004; Murray et al., 1992
Pagé et al., 2003; Kimura et al., 1995b, Petering et al., 1991; Seki et al., 1985).

Além disso, a competénica para a colonizacdo da rizosfera de milho
demonstrada por estas estirpes pode ser explorada para uso como inoculante
de outros cultivares onde ocorram patdégenos mais suscetiveis a competicéo
por nutrientes e espacgo (Zhao et al., 2008; Wang et al., 2008; Sugar & Basile,
2007). Os mecanismos de antagonismo presentes também podem ser
potencializados através da utilizagdo de combinacado de inoculantes como vem
sendo proposto (Janisiewicz et al., 2008; Botelho, 2006).

As preocupacdées com O meio ambiente tém evidenciado a
necessidade do uso sustentavel dos recursos ambientais. A agricultura
convencional vem causando impactos consideraveis ao solo e as aguas, por
isso, a mudancga de certos manejos agricolas por técnicas mais limpas para o
meio ambiente tem se tornado cada vez mais importante. Sendo assim, o uso
comercial de microrganismos para o biocontrole dos fitopatégenos deve ser

considerado, mesmo quando a doenga ou problema € especifico de uma area



Discussao |98

geografica relativamente pequena, afeta uma unica cultura ou sistema de

cultivo, ou é restrita a alguns utilizadores (Cook, 1993).
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6. Conclusoées

Dentro deste contexto, conseguimos contribuir para a ampliagédo do
conhecimento necessario para o0 uso destas toxinas em processos
biotecnologicos. Mostramos que os ambientes naturais sdo reservatorios de
leveduras produtoras de micocinas e que as estirpes utilizadas possuem
diferentes espectros de atividade, o que indica a producdo de diferentes
toxinas. Verificamos que a utilizacdo de uma maior diversidade de leveduras
alvo no teste de atividade micocinogénica pode propiciar uma melhor eficiéncia
na bioprospeccao de leveduras “killer”. Selecionamos leveduras que nao foram
descritas anteriormente como produtoras de micocinas. Observamos que o pH
€ uma variavel critica para a produgdo de atividade micocinogénica. Nas
estirpes de W. saturnus var. subsufficiens, a concentragao celular do inéculo,
nao é um parametro tdo critico quanto o pH. Verificamos que a toxina
produzida por W. saturnus var. subsufficiens (IMUFRJ/51938) é diferente da
toxina HYI, anteriormente reportada (Ohta et al., 1984), porque possui um peso
molecular superior a 10 kDa. Detectamos um extenso espectro de atividade em
algumas de nossas estirpes, no entanto, nem sempre ocorreu a supressao de
um fitopatdgeno, cuja interagdo com a levedura € afetada por outros fatores. As
estirpes W. saturnus var. subsufficiens e C. yuanshanicus podem ser
consideradas competentes para a colonizagao da rizosfera de milho, sendo a
segunda intimamente relacionada com essa planta. A estirpe de W. saturnus
var. subsufficiens permaneceu micocinogénica apos ser re-isolada no
experimento de cultivo de milho, no qual tinha sido utilizada como inoculante,

preservando a atividade micocinogénica com 100 dias de permanéncia in situ.
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Concluimos, portanto, que:

Os ambientes naturais sao reservatérios de leveduras produtoras de
micocinas. As estirpes selecionadas mostraram diferentes espectros de
atividade micocinogénica, indicando a producéo de toxinas distintas;

Verificamos que a utilizagcdo de uma maior diversidade de leveduras alvo
no teste de atividade micocinogénica propicia uma melhor eficiéncia na
bioprospeccdo, ampliando a possibilidade de deteccdo de espécies nao
conhecidas como produtoras de micocinas. O pH e a densidade celular sao
variaveis importantes na expressao do fenaétipo “killer”;

As leveduras podem ser usadas como inoculantes de plantas porque
apresentaram estreita relacdo com as raizes mantendo a atividade
micocinogénica durante o crescimento do cultivar de milho sem mostrar trago
visivel de doencas, permanecendo a cultura sadia;

As leveduras micocinogénicas tém potencial para utilizacdo em
agricultura, em substituicdo a insumos agricolas de origem quimica, como
agentes de controle biolégico ou como vetores para expressao de genes de

importancia agrondmica, visando um manejo sustentavel.
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ANEXOS




Anexo 1:

Formulagao dos meios de cultivo

Agar Bil (Base de Isolamento de Leveduras)

e Glicose 0,5%

e Extrato de levedura 0,5%

e Sulfato de aménia ((NH4)2S04) 0,1%

e Fosfato de sédio monobasico (NaH2PO4) 0,1%

Modificagdes na formulagdo do meio de cultivo BIL composi¢do dos meios diferenciais:

BILVBCML pH 5,5

Verde de bromocresol (0,02%); Acido Malico 0,5%
Ajustar o pH com Hidréxido de sodio

BILVBCML pH 4,0 Verce de bromocresol (0,02%); Acido Malico 0,5%
Ajustar o pH com Hidréxido de sodio
BIL EMB Adig¢do de eosina (0,04%) e azul de metileno (0,0065%)

BIL EMB 0,05 EL

Redugdo do Extrato de levedura para 0,05% e adi¢do de eosina (0,04%) e azul
de metileno (0,0065%)

Agar GYP

e Glicose 2%

e Extrato de levedura 0,5%

e Peptona 1%

e Agar2%

MBF (Meio Base para Fermentagao)

e Peptona 0,7%

e Extrato de levedura 0,45%

e acucar a ser testado 2,0%

Agar GYMP

e Glicose 2%

e Extrato de levedura 2%

e Extrato de malte 0,5%

e Fosfato de sédio monobasico (NaH,PO4) 0,5%

e Agar2%




Agar Malte
e Extrato de Malte 5,0%
e Agar2%

Corn Meal Agar ( Agar fuba de milho)

Aqueca 42 g de milho (triturado) em um litro de agua destilada a 60° C
por uma hora. Filtre o material restante com filtro de papel comum e complete o
volume para um litro com agua destilada.

e Agar2%

Agar Acetato
e Glicose 0,1%
e Extrato de levedura 0,25%
e Cloreto de potassio 0,18%
e Acetato de sddio trihidratado 0,82%
e Agar2%

Agar V8
e Uma lata de V8
e Mesmo volume de agua destilada

O pH foi ajustado para 5,5 com Hidréxido de Sodio (NaOH), filtrado
com filtro simples (papel) e diluido para as concentragbes
1:2:1:9:;1:19.

e Agar2%

YEPD
e Glicose 2,0%
e Extrato de levedura 1%
e Peptona 2%
e Tampao Citrato 0,05M em pH 4,2



Agar YM

e Glicose 1%

e Extrato de levedura 0,3%
e Extrato de malte 0,3%

e Peptona 0,5%

o Agar2%

Para testar a atividade micocinogénica o Agar YM é acrescido de azul de

22
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IFigura 13: Inoculagio da estirpe padrdo com “swab” em meio
'YM corado com azul de metileno.

-
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metileno (0, 003%) diluido com o tampé&o Citrato (0,05M).

Figura 14: Inoculacdo das estirpes micocinogénicas pela
técnica de “replica plate” em meio YM corado com azul de
imetileno e previamente inoculado com a levedura alvo

[Figura 15: Atividade micocinogénica em meio YM com azul
de metileno.

Figura 16: Detalhe da inibigdo mostrando o halo de inibi¢do
(A) e o halo adjacente indicando de morte celular (B).




Anexo 2

Sequéncias 26S ribosomal RNA gene sequéncia parcial

Williopsis saturnus var. subsufficiens

IMUFRJ51931 — IMUFRJ/51932 — IMUFRJ 51933

ATTGCCTCAGAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGT
GCCCGAGTTGTAATTTGAAGATAGTTTTCTGGTGCTGGCCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACA
GGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGGCGGGGTGTCCAGTGCTTTGTAGATTTCTA
TCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCT
AAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTG
AAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTAGATCAGACTTGGT
GTTTTGTGATTATCTTCCCTTCTTGGGTTGTGCACTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCGGTT
CGGATGGCAAGATAATGACATTGGAACGTGGCACTACCTTCGGGTGGTGTGTTATAGCCC
TTGTTGATGTTGCCTATCTGGACCGAGGACTGCGGCTTCTGCCTAGGATGCTGGCGTAAT

Candida yuanshanicus

IMUFRJ51928 — IMUFRJ/51929 — IMUFRJ 51930

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACCGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAA
GCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCAGTGCCCGTAGGGTAACTCGAGTTGTAATTTGAAG
AAGGCGACTTTGGACTTGGCCCCTGCCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTG
AGAATCCCGTCTGGCGGGGAGACCCGAGTCTGTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTG
TTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGA
CCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAA
GTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTAGATCAGACTTGGCGCTGCACGATTACCCG
CCCCTTGTGGGTGGTGCACTCGTGGGAGCGCTGGGCCAGCATCGATTCGGACGGTAGGA
TAATGGCAAGCTGAATGTGGCAGCCGCCTTTTGTTGCGGTTGTGTTTATAGCGGCTTGCAG
ATGCTGCCTGGCCGGATCGAGGGCTGCGTCTTTCTAGACTAGGATGCTGGCGTAATGATC
TAACACCGCCCGTCTTGAAACACGGACC

Pichia membranifaciens

IMUFRJ51915 — IMUFRJ/51918 — IMUFRJ 51921 — IMUFRJ/ 51922

GTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGTTTCGGCACGAGTTGTA
GAGTGTAGGCGGGAGTCTCTGTGGAGCGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAACAGGGTGCCT
GAGAGGGTGAGAGCCCCGTAGGGTGCTGCGCGAAGCTTTTGAGGCCCTGCTGACGAGTC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGC
GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAG
TGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCTCGACATGGGGGGTGCGC
ACCGCTGTCTCTTGTAGGCGGCGCTCTGGGCGCCCTCTGGGCCAGCATCGGTTCCTGCT
GCGGGAGAAGGGGCTCCGGAAAGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCGGGGCCAGATGCC
GCGTGTG



Wickerhamomyces pijperi
IMUFRJ/51917 - IMUFRJ/51920

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAT
CTGGTACTTTCAGTGCCCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTACTCTGGAGTTGGCCCTTATCTA
TGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGGGGAGCCCGATTC
CATGTAGAGTGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGA
TGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGTTATTA
GATCAGACTTGGTGTTTGGCGATATTCAGTCTCTCGTAGACTGTTCACTCGCCCTTCACTG
GGCCAGCATCGGTTTGGGTGGCAGGATAATGGCTGTTGAACGTGGCTTCTCCGGAAGTGT
TATAGCTTCAGCTGATACTGCCTACCTAGACCGAGGACTGCGGCTTCTGCCTAGGATGCTG
GCGTAATGATCTAATATCGC

Candida stellimalicola
IMUFRJ/51916

AAACCAACCGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAAT
CTGGCGTCTTTTGGCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAACGGTTCCTGCGTTTGCGCACTTGT
CTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCAGAGAGGGTGAGAATCCCGTTCGATGGGTGCGCGTT
CGCTTGTGGAGCCAGTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT
AAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGC
ATTTGATCAGACTTGGCGGGGCAGTACTGGCGTCCACTTGTGGGGCGTTTACTGGTGCTC
TGCTGGGCCAGCATCGATTTGTGCGGCAGGAGAATTGGGCGGGAACGTGGCTGTGCTTC
GGGACAGTGTTATAGCCCGCTCGGATGCTGCCAGCGTGGATCGAGGACTGCGTTCTTTTT
GGACTAGGATGCTGGCGTAATGATCTAATGCCGC

Dipodascus capitatus
IMUFRJ/51914

AAGCGGCCAAAGCTCAATTTGAAAACGCTTCGGCGTGTTGTAAGTAAAGTGGTTAGACGCT
TTTTAATAAGTCCCTTGGAACAGGGCGCCATAGAGGGTGATAGCCCCGTATTAAATTGTCT
AGTGTGCTACTTTAGAGCGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAATAGGTGGTAAACT
CCATCTAAAGCTAAATATTGCTGGGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATG
AAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAATAGCGTGTGAAATTGTTGGAGGGGAAGGCGATGG
TAGGAATAAGAGGCTGCGGTTTGAAATAATTGTTTTTCGGGCCACGGTCTCCTGAGCCTGC
TTTCGCACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACGGTATTGCGAGTGTATGGGTGT
TAAACCCCAACGCGAAA



Trichosporon asahii
IMUFRJ/51923

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGTGAA
GCGGGAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGCAGTCTTCGATTGTCCGAGTTGTAATCTATAGA
GGCGTTTTCCGTGCCGGACCGTGTCCAAGTCTCCTGGAAAGGAGTATCAAAGAGGGTGAT
AATCCCGTACTTAACACGACCACCGGTGCTCTGTGATACGTCTTCTACGAGTCGAGTTGTT
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACC
GATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGT
ACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCAGTCGTGTTCTTTGGATTCAGCCAGTT
CTGCTGGTCTACTTCCTTGGAACGGGTCAACATCAGTTTTGTCCGGTGGATAAAGGTAGTA
GGAATGTGACTTCTCCGGAAGTGTTATAGCCTATTATCACATACACTGGGTGAGACTGAGG
ACTGCAGCTCGCCTTTATGGCCGGCCTT
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