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Introdugao

Leveduras sao fungos de grande importancia econdmica. Das
espécies fermentativas depende a transformagdo do mosto em vinho.
Muitos componentes resultantes do metabolismo das leveduras, como
etanol, glicerol, &lcoois superiores, ésteres, aldeidos e Aacidos,
sao secretados e influenciam a qualidade do produto final. Outras
substdncias com agao definida podem ser transferidas da célula
para o meio. Entre estas estdo as enzimas e outras proteinas.

O fator killer se enquadra no grupo das proteinas ou
glicoproteinas com caracteristicas exclusivas de antibiose. Esta
toxina, descoberta por Bevan e Makower em 1963, é apenas mais uma
das diversas toxinas produzidas por fungos. A toxina killer exibe
seu efeito letal sobre leveduras sensiveis da mesma espécie, de
espécies diferentes e até mesmo de diferentes géneros. Diferentes
linhagens secretam toxinas com diferentes especificidades,

apresentam reagdao cruzada e a secregao estd, de um modo geral,

vinculada a "auto-imunidade".
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Apesar de terem sido identificados 11 grupos de fator killer
(K1-K11), estudos tém se concentrado nos grupos K;, Ky e Kjy,
com maior énfase para o grupo K;. As linhagens killer do
género Saccharomyces possuem exclusivamente um destes trés
grupos. Os outros géneros possuem um dos grupos restantes, ou
seja, Kyg-Kqqp, O efeito antibidético da toxina tem induzido
pesquisadores a utilizar industrialmente leveduras killer em
processos fermentativos n&do estéreis.

O fator killer, no género Saccharomyces, ¢é determinado
por, basicamente, dois tipos de moléculas de RNA encapsuladas.
Estas moléculas estdao localizadas no citoplasma celular e sao
denominadas L-dsRNA (Lp-dsRNA e Lp~-dsRNA), e M-dsRNA. Embora
varias outras moléculas menores de RNA como S3, T, W e XL
tenham sido identificadas em algumas linhagens, aumentando,
desta forma, a complexidade do fendmeno killer, h& apenas
evidéncias do envolvimento dos genomas L-dsRNA e M-dsRNA no
sistema.

Outros elementos extracromossdmicos como rho, CIR, psi,
MAL, DNA de 2 pum, URE.3, e 20S RNA presentes em Saccharomyces
cerevisiae, nao apresentam qualquer relagdao com os genomas
L-dsRNA e M-dsRNA. Os gens nucleares, no entanto, apresentam
envolvimento com a manutengdo e expressao do genoma M-dsRNA e
alguns determinam a manutengao do genoma L-dsRNA.

Convém salientar que nao apenas plasmideos de RNA estao
envolvidos na produgédo da toxina killer. Plasmideos formados
por dsDNA linear também tém sido responsabilizados pela
produgao de toxina killer em  Kluyveromyces lactis e, mais

recentemente, em Pichia acaciae.



Para estabelecer uma melhor compreensdao do fendmeno killer
serdao enfocados aspectos ligados a distribuigdo das leveduras
na natureza, aos plasmideos envolvidos na formagao do fator
killer, a suas caracteristicas e variantes, a gens

citoplasmaticos e cromossdmicos que afetam o carater killer e

ao modo de agadao da toxina.

Distribuigdo na Natureza

E comum observar resultados de pesquisa indicando baixa
freqiiéncia de linhagens killer e resistentes, ou seja,
linhagens com o genoma M-dsRNA. Talvez tenha sido este o
motivo pelo qual pesquisadores tém recomendado o emprego de
linhagens de Saccharomyces cerevisiae killer para o processo
de vinificagdo. A baixa freqiiéncia, no entanto, deve ser
tomada com cautela porque os ensaios tanto para produgcao de
toxina como para detecgdo de "imunidade" requerem a escolha de
linhagem sensivel apropriada e de condigdes O6timas para a
atividade da proteina. De qualquer forma, seja ela por que
motivo for, a baixa prevaléncia de linhagens killer pode

indicar ineficiéncia do processo.

E possivel que a freqiiéncia de linhagens killer, "imunes"
e resistentes esteja relacionada com o meio do qual estes
microrganismos foram isolados. Meios que ativem uma maior
competitividade metabdlica podem favorecer a predominédncia de
linhagens killer, "imunes" e resistentes, aumentando, desta
forma, a freqiiéncia de tais microrganismos. Além disso, meios
que facilitam a difusividade da toxina e que promovem maior

contato das leveduras killer com as sensiveis, como meios

liquidos, devem desfavorecer estas tGltimas e aumentar a



populagdao de microrganismos killer, "imunes" e resistentes. Ja
foram isoladas na Alemanha 209 leveduras killer de mosto de
uva em fermentagdo. Na Africa do Sul, 230 linhagens killer
foram isoladas de uvas Chenin blanc. Linhagens de vAarios
habitats naturais foram investigadas quanto as caracteristicas
killer e sensivel, tendo-se observado que 17% das linhagens se
mostraram killer e 11% sensiveis. No Brasil, (Centro
Nacional de Uva e Vinho/CNPUV-EMBRAPA), 25,5% de uma populagdo
de leveduras presentes em mosto de uva da variedade Riesling
apresentaram o fendémeno killer, 95,4% se mostraram resistentes
e apenas 4,6% das linhagens foram sensiveis.

Linhagens que apresentam sensibilidade a fator killer em
meio artificial podem exibir resisténcia em mosto, como ocorre
com as linhagens EMBRAPA-1B e Saccharomyces cerevisiae
EMBRAPA-20B. Isto se deve nao apenas ao valor de pH do mosto,
pois se sabe que a atividade da toxina é pH dependente, mas
.provavelmente a fatores de protegdo, para uma determinada

linhagem, presentes no préprio mosto. Tem sido observado que

ions ca?% evitam danos a membrana celular provocados pela

toxina.

Uma linhagem pode ser resistente a uma determinada
levedura killer, sensivel a outra e ao mesmo tempo se mostrar
killer para uma terceira. A linhagem EMBRAPA-1B é resistente,
em meio artificial e em meio com mosto, a uma linhagem de
Saccharomyces cerevisiae killer comercial, é sensivel a
linhagem killer EMBRAPA-91B apenas em meio artificial e exibe

fator killer para a linhagem sensivel EMBRAPA-26B tanto em

meio artificial como em mosto.



Portanto, a interagdo microrganismo/microrganismo/meio,
além de outros fatores como taxas volumétricas de formagdo da
toxina, pode determinar a complexidade do efeito pratico do

fator killer em processos industriais.

Plasmideos Envolvidos na Formagao do Fator Killer

0 fendmeno killer em Saccharomyces cerevisiae esta
associado com plasmideo contendo genomas com dupla fita de RNA
(dsRNA) de tamanhos diferentes chamados L (Large) e M
(Medium). O genoma M-dsRNA codifica a sintese da toxina e
responde pela "imunidade" celular. A forma L-dsRNA, por sua
vez, codifica a formagdo do envelope (capsideo) que envolve
seu proprio genoma e o genoma M-dsRNA e apresenta ainda a
fungdo de manutengdo. A dupla fita de RNA envolvida pelo
capsideo é chamada de VLP (Virus-Like Particles) ou micovirus.
A presenga de VLP nao é exclusividade de leveduras. Outros
VLPs sao amplamente distribuido na natureza, sendo
encontrados em animais, plantas, insetos, fungos e bactérias.

Os dsRNAs killer de Saccharomyces cerevisiae sao
estavelmente mantidos em relativamente alto nimero de cépias e
a transmissdo ocorre durante o brotamento, cruzamento,
citodugao e fusdo de protoplasto. A estabilidade observada
mostra haver um certo grau de acoplamento do processo de
replicagdo do VLP com o ciclo celular. Isto pode ser explicado
pelo fato de os genomas M e L dependerem de miltiplos loci
genéticos nucleares, o que significa falta de autonomia.
Linhagens de leveduras podem ser classificadas, com relagao ao
fendmeno killer, da segquintes formas: killer, neutras,

sensiveis, sensivels supressivas, suicidas e superkiller.



As linhagens killer de Saccharomyces cerevisiae sao
aquelas que produzem toxina, apresentam "auto-imunidade" e,
portanto, podem matar leveduras sensiveis sem ser afetadas
pela prépria toxina. Estas possuem um fendtipo K'RT e um
gendtipo KIL-k. Todas as linhagens killer de Saccharomyces
cerevisiae contém no seu citoplasma L-dsRNA e M-dsRNA. Como
as linhagens de Saccharomyces cerevisiae sé apresentam os
grupos K;, K, e K3, a linhagem killer do grupo K; possui um
gendétipo KIL-ki, os genomas Lja-dsRNA e M;-dsRNA e um fendtipo
K1+Rl+. Embora Lpc-dsRNA seja encontrada na maioria das
linhagens Ky, provavelmente este plasmideo nao tem relagdao com
o sistema killer. As formas T, W e XL podem também estar
presentes mas ndo tem sido demonstrado seu papel no sistema.
Para manter o plasmideo M;-dsRNA é necessario o envolvimento
dos gens cromossOmicos MAK, SPE e PET. Todas as formas do
plasmideo Lp-dsRNA exigem alguns gens cromossdmicos MAK.
Linhagens killer com gendtipo KIL-bj, mutagdao no plasmideo
M-dsRNA, tém sido também obtidas. Estas linhagens possuem as
mesmas caracteristicas da killer K; em termos de toxina e
"imunidade", mas nao exigem os produtos dos gens cromossdmicos
MAK4, MAK7, MAK1ll ou MAK1l7 para sua manutengao.

A linhagem do grupo K, exibe um gendtipo KIL-k,;, os
genomas Lyp-dsRNA e M,-dsRNA e um fenétipo K,"R,". Lp.-dsRNA e
estruturas equivalentes as formas T, W e XL tém também sido
encontradas nestas linhagens. Os gens cromossdmicos MKT e MKS
estdo envolvidos na manutengao do My-dsRNA.

O grupo K3 mostra, por fim, um gendétipo KIL-kj3, possui os
genomas Lj3a-dsRNA e M,-dsRNA e um fenétipo K3fR3¥. As formas

Lpec-dsRNA, T, W e XL ndo tém sido identificadas nestas



linhagens. Convém salientar que, além dos grupos Kj, K, e Kj
foram também reportadas duas outras linhagens killer de
Saccharomyces cerevisiae, denominadas K3GR; e KT28. Testes
cruzados geralmente mostram que, dentro de um determinado
género, cada linhagem killer é "imune" a sua prdpria toxina,
mas pode apresentar sensibilidade & toxina de outras classes
"imunes".

As leveduras neutras resistem a agao da toxina mas nao a
produzem de forma efetiva. Podem, portanto, ser linhagens nao
secretoras do fator killer ou secretoras de um fator killer
inativo devido a uma mutagdo no plasmideo M;-dsRNA. A mutagao
afeta a formagao da toxina mas ndo compromete o componente
deflagrador da "imunidade". Estas leveduras apresentam um
gendtipo KIL-n;, possuem os genomas L-dsRNA e M ;-dsRNA e um
fenétipo K“R1+. Apenas uma linhagem neutra Ky foi
caracterizada. As outras formas de levedura killer, ou seja,

as linhagens K3GR; e KT28 n&do apresentam mutantes no que diz

respeito ao fator killer.

As leveduras sensiveis, além de nao produzirem toxina
mostram sensibilidade & mesma. Seu fendétipo ¢é caracterizado
por K'R;™ e seu gendtipo & KIL-;. Nao apresentam o genoma
M-dsRNA mas a maioria exibe o genoma L-dsRNA.

A sensibilidade de leveduras a toxina killer é um fendmeno
complexo devido as variagdes de sensibilidade observadas.
Tanto as linhagens produtoras de toxina como as ndo produtoras
podem apresentar variagdes de sensibilidade relacionadas com
mutagdes nucleares. E importante distinguir a diferenga entre
a resisténcia especifica, chamada também de "imunidade", e a

resisténcia menos especifica. A resisténcia especifica esta



relacionada com os plasmideos, enquanto que a menos especifica
é determinada pelo genétipo nuclear. As mutagdes nucleares
(krel, kre2 e kre3) em Saccharomyces cerevisiae, que resultam
em resisténcia a M;-dsRNA, além de conferir resisténcia a
toxina K, provocam resisténcia a uma faixa mais ampla de
outras toxinas. Mutagdes no plasmideo M;-dsRNA resultam em
linhagens resistentes apenas a toxina Kj.

As leveduras sensivels supressivas sao caracterizadas por
uma delegdo: interna no plasmideo M;-dsRNA, originando o
plasmideo S-dsRNA que se mantém independentemente do plasmideo
que lhe deu origem. O plasmideo S-dsRNA interfere com a
replicagdo do M;-dsRNA e causa a perda do gendtipo KIL-k.
Estas linhagens mostram um gendtipo KIL-s, possuem oS genomas
L-dsRNA e S-dsRNA e um fendétipo K"R™. A delegdo interna do
plasmideo M;-dsRNA faz com que ndo haja produgdo de toxina e
nem "imunidade" celular. O cruzamento de linhagens KIL-s; com
linhagens KIL-k; pode resultar, eventualmente, em células que
apresentem plasmideos M;-dsRNA que s6 serdo mantidos se tais
células forem dipldéides. Estas linhagens, que sao chamadas de
dipldides dependentes, mostram um gendétipo KIL-dj, possuem oOs
genomas Lj-dsRNA e M;-dsRNA (mutante) e exibem um fendétipo
K1+Rl+. A manutengdo do M;-dsRNA parece depender do controle
do "locus" MAT.

Leveduras que apresentam "imunidade" parcial, resultante
de uma mutagao no plasmideo Mj-dsRNA, e que produzem teores
normais toxina K;, se comportam como linhagens killer K;
normais quanto a formagdo de toxina mas deficiente sob o ponto
de vista "imunoldégico". Estas linhagens que se mostram

sensiveis a sua propria toxina sdo denominadas linhagens



suicidas ou "imuno"-deficientes. Elas exibem um gendtipo
KIL-iy, possuem os genomas L-dsRNA e M;-dsRNA e mostram um
fendétipo K1+R1W. As linhagens com estas caracteristicas, como
é de se esperar, sao afetadas apenas quando altas
concentragdes de  toxina sdo formadas. As linhagens
"imuno"-deficientes podem morrer se mantiverem contato com
concentragoes de toxina 100 vezes maiores que aquelas
necessarias para matar as linhagens sensiveis.

Leveduras superkiller (ski) podem ser formadas pelo
mutante de gendtipo KIL-b, mutante este que dispensa
determinados produtos do gen MAK para sua manutengdo e permite
um elevado nimero de cépia do M;-dsRNA, ou por mutagdes no
plasmideo M;-dsRNA que, além de exibir um maior nimero de
cépias do plasmideo, leva a modificagdo na subunidade a da
toxina, tornando-a mais estavel. A superkiller mostra um
gendtipo KIL-sky, possuem os genomas Ljp-dsRNA e M;-dsRNA
(mutante) e um fendtipo K1++R1+. O nimero de cdpia do genoma
L, para algumas linhagens, é estimado em milhares, enquanto
que o nimero de cdpia normal do genoma M é de 100 a 1000 por
célula. A presenga de um genoma L pode afetar o namero de
cbpias de outros L genomas e a perda do genoma M resulta num
aumento do nimero de cdpia do genoma L. Em mutagdes ski
(superkiller), ou seja, em ambientes desrepressivos, o numero
de codpias dos genomas L e M é dramaticamente elevado. Em
ambientes repressivos SKI, a exclusdo ou falta de estabilidade
do genoma M pode ser resultado de competigdao por alguns
componentes comuns a replicagdo dos diferentes dsRNAs, como

ocorre com fagos e plasmideos de procariotos.



Caracteristicas dos Plasmideos Envolvidos com o Fator Killer
Como foi visto, o plasmideo M-dsRNA pode sofrer mutagdes
que levam a alteragdes profundas no comportamento celular.

Entre as caracteristicas mais expressivas deste plasmideo

podem ser citadas:
1. Codifica os precursores da toxina

a. M;-dsRNA & um plasmideo de 1,9 kb que codifica a
toxina K; e determina o fendtipo K1+R1+. A toxina codificada
por este plasmideo nao é glicosilada e apresenta um peso
molecular de 9 kd. Em termos de temperatura, a proteina se
mostra termoldbil e possui uma estabilidade em torno de 22 °cC.
E ativa apenas numa faixa estreita de pH (4,2-4,8), sendo 4,6
o valor de pH 6timo e 4,5 seu ponto isoelétrico. Em valores de
pH acima de 6,5 a proteina é irreversivelmente inativada e
apresenta, em meio de cultura, uma meia vida de apenas 60
minutos. A proteina é degradada por proteases de linhagens
selvagens. Alguns inibidores de proteases, como PMSF
(fenilmetilsulfonil fluoreto), aumenta a estabilidade da
toxina e a quantidade da proteina secretada. Este mesmo
fendtipo é observado em mutantes ski5. Estes mutantes secretam
nao apenas a proteina killer mais estavel mas também outras
proteinas de baixo peso molecular que interferem no processo
de protegdao da superficie celular ao ataque da toxina.
Leveduras K1+R1+ podem matam as linhagens K2+R2+ e K3+R3+.

b. M)-dsRNA é um plasmideo de 1,7 kb responsavel pela
formagao da toxina K; e caracteriza o fendtipo K2+R2+. A
toxina K, formada por este plasmideo difere da toxina K; em
varios aspectos. A proteina é glicosilada e possui um peso

molecular de 16 kd. Atuando numa faixa de pH mais ampla
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(2,8-4,8), com ponto isocelétrico de 4,5, e apresentando um pH
6timo para sua atividade entre 4,2 e 4,4, estas linhagens se
mostram, portanto, mais adequadas, quanto a expressao da
atividade killer, ao processo de elaboragao de vinhos.
Leveduras com o fendtipo K2+R2+ sao capazes de matar as
linhagens com os fendtipos K1+R1+ . K3+R3+ e K'R™.

c. M3-dsRNA & um plasmideo de 1,5 kb, responde pela
sintese da toxina K3 e caracteriza o fendtipo K3+R3+. O pH
para a atividade 6tima da proteina é 4,6. Leveduras K3+R3+
podem matar as linhagens K1+Rl+, K2+R2+ e KTR™. Apesar de
haver poucos estudos referentes a toxina K3, sabe-se que esta
proteina pode ser formada por outro plasmideo com 2,0 a 2,1
kb, tendo sido designado, por alguns autores, como M;-dsRNA e
considerado tipico em leveduras para vinho.

d. S3~dsRNA &€ um plasmideo de 0,73 kb proveniente de
uma delegdo interna do plasmideo M;-dsRNA que provoca a

perda do gendétipo KIL-k, ou seja, transforma uma levedura

killer em sensivel (K"R7).
2. Confere "imunidade" celular.
3. Dependem de plasmideos semelhantes e gens nucleares

para sua manutengao.

4. Estao presentes apenas em células gque possuam o

plasmideo L-dsRNA.

5. Apresentam-se no citoplasma sob a forma de VLP e,
portanto, necessitam do processo de encapsulagao.

Estudos genéticos sugerem a existéncia de diferentes
L-dsRNAs. Estas diferengas tém levado a nomenclaturas confusas
para definigdo das diferentes espécies de L-dsRNA. A maioria

das linhagens de Saccharomyces cerevisiae apresenta pelo menos
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uma espécies de L-dsRNA, mesmo naquelas linhagens que nao
possuem M-dsRNA. L-dsRNAs sao plasmideos nao infecciosos de
4,5 a 5,0 kb estavelmente mantidos, ndo dependem de outros
plasmideos para sua manutengdo e codificam a sintese de
proteinas (78 a 88-kd) para a formagdo de seu prdprio capsideo
e do capsideo do M-dsRNA. Seu fendtipo se refere apenas
a manutengao dos plasmideos M-dsRNAs e quando sozinhos, se
comportam como entidades parasiticas. A espécie Lp-dsRNA
depende dos gens cromossdmicos MAK3, MAK10 e PET18 para sua
prépria replicagdo. Quanto a manutengdo dos M-dsRNAs, as
subespécies L, apresentam variagdes que dependem das bases
genéticas citoplasmdtica e nuclear.

A subespécie Lj,-dsRNA é um plasmideo de 4,7 kb
naturalmente encontrado em leveduras killer K; e codifica um
polipeptideo de 88 kd para a formagao de seu capsideo e do
capsideo do M;-dsRNA.

A subespécie L)p-dsRNA & do mesmo tamanho da subespécie
Lip-dsRNA e estd naturalmente presente em leveduras killer K,.
Codifica proteinas de 84 kd necessarias para a formagao do
capsideo de seus proprios VLPs.

As subespécies Ly, Lr e Lpe sdo plasmideos que apresentam
o mesmo tamanho dos demais até agora estudados e que sao
encontrados nas linhagens Ky e Ky. Relacionam-se entre si mas
nao apresentam relagdo com Ljn ou Ly,. Nao sdo requeridos e
nem mostram competéncia para exercer a fungdao de manutencgao
dos plasmideos M; e My;-dsRNAs mas codificam proteinas de 82 kd
para a construgdo de seus prdprios VLPs.

Os plasmideos T-dsRNA e W-dsRNA sao espécies menores de

dsRNA (2,7 e 2,25 kb) de fungdao desconhecida que nao
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apresentam relagdo entre si e nem com outras espécies de
dsRNAs conhecidas. O plasmideo XL-dsRNA & ocasionalmente
citado em linhagens killer K; mas é de identidade
desconhecida.

A toxina killer pode também estar associada a plasmideos
formados por DNA. Foram identificados em Pichia acaciae os
plasmideos pPacl-1-dsDNA de 13,6 kb e pPacl-2-dsDNA de 7,3
kb. A perda destes dois plasmideos faz com que as linhagens
antes resistentes e imunes se mostrem sensiveis e nao
produtoras de toxina. Apenas os plasmideos lineares pGKL1l e
PGKL2 presentes em Klyveromyces lactis tém fungdo conhecida.
A forma pGKLl1 responde pela formagdao da toxina e pela
"imunidade" celular, enquanto a forma pGKL2 parece codificar
as fungdes necessarias a replicagao e pode também ter alguma
fungdo "imunolégica".

Estas exotoxinas formadas pelas diferentes linhagens de
levedura podem, de um modo geral, ser distinguidas entre si
com base no pH, na estabilidade térmica, na susceptibilidade a

agao de proteases, na especificidade imunoldégica e no tamanho

do plasmideo M-dsRNA.

Gens Citoplasmaticos que Afetam o Carater Killerxr

Além dos gens citoplasmaticos citados que estao
diretamente relacionados com a formagao, "imunidade" celular e
manutengdo dos plasmideos, existem outros que afetam a
expressao do fendmeno killer. Estes fenétipos foram
originariamente definidos como plasmideos nao identificados.
Hoje se sabe que se tratam de variantes do plasmideo Lp-dsRNA,

ou seja, determinados gens citoplasmaticos, na verdade, se
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apresentam em combinagdo com as formas variantes naturais do
plasmideo Lp. O plasmideo L;,-dsRNA, encontrado em linhagens
killer Kqi, carrega consigo o gendtipo de herancga
citoplasmatica [HOK] (Helper Of Killer), necessario a
replicagdao dos plasmideos M; ou My;-dsRNA numa linhagem SKI.
Esta forma & conhecida como Lp_py~dsRNA.

Foi observado que uma linhagem sensivel (AN33) possuidora
de uma forma de L-dsRNA ao cruzar com uma linhagem killer Kj,
ou seja, portadora dos plasmideos Ljp-dsRNA e M,-dsRNA,
formava dipldéides sensiveis, indicando ter havido exclusdo do
plasmideo Mj;-dsRNA. O plasmideo da linhagem AN33 com esta
capacidade de exclusdo foi denominado [EXL] (EXcLuder) e,
posteriormente, verificou-se que se tratava de uma forma de
L-dsRNA, agora identificada como Lp_p-dsRNA. Hoje se sabe que
este plasmideo é incompetente no que diz respeito a manutengao
tanto do plasmideo Mj-dsRNA como o Mjy-dsRNA em linhagens com
base genética SKI. Em mutantes com base genética ski, no
entanto, é capaz de manter o plasmideo M;-dsRNA. E importante
ressaltar que, com a base genética (SKI), o plasmideo
Lpp-dsRNA das linhagens killer K, normais possui fraca
atividade [HOK], sendo capaz de promover auto-replicagdao e
replicagao dos plasmideos M; e M,-dsRNA em muito baixo numero
de cépias. Isto mostra que os mutantes ski dispensam a
necessidade da atividade [HOK]. A combinagdo de uma levedura
M;-dsRNA normal com Lp_p-dsRNA e uma mutagao ski resulta numa
linhagem de gendtipo KIL-sdy.

Existe uma outra forma de L-dsRNA presente em determinadas
linhagens que exclui M,-dsRNA quando cruzadas com linhagens

killer K; (fendétipo [EXL]), mas que mantém M;-dsRNA com um
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nimero de cdépia moderado numa base genética SKI (fendtipo
[HOK]). Este L-dsRNA se denomina Lp_pp-dsRNA.

Como ja mencionado, as linhagens killer K, apresentam o
plasmideo Lp-dsRNA com fraca atividade [HOK]. A introdugdo de
Lp_g-dsRNA, portanto, causa a perda de M,-dsRNA. Uma mutagao
nesta linhagem K, leva a obtengdo de linhagens resistentes a
exclusao [EXLR] de M,. Estas linhagens, na verdade, passaram
a apresentar fendtipo [HOK] forte no seu L-dsRNA, sendo
denominado, por isso, Lop_pg—dsRNA.

Existe também aqueles plasmideos Ljp-dsRNA de linhagens
killer K, e, portanto, com atividade [HOK] forte, que quando
associados com M;,-dsRNA evitam a excluséo pelo [EXL]
(Lp_g-dsRNA). Este fendtipo se denomina [NEX] (Non-EXcludable)
e este tipo de Ljp~dsRNA € conhecido como Ljp_py-dsRNA.

O gen cromossdmico MKT garante a manutengao do gendtipo
KIL-ky na presenga de [NEX]. Os plasmideos Lp_pyy-dsRNA podem
excluir o plasmideo M,-dsRNA se os cruzamentos com linhagens
K, contendo Lyp-dsRNA produzirem hapléides que carreguem O
alelo recessivo mktl e mkt2. Esta exclusdao é temperatura
dependente, pois, ocorre a 30, mas ndo a 20 ©C. 1Isto
significa que, dependendo da temperatura, linhagens que
apresentam alelo recessivo mkt sdo incapazes de manter o
gendtipo KIL-k; na presenga de [NEX] (Lp_py-dsRNA), ou seja,
nestas condigdes, o [NEX] se transforma em agente excludente
do plasmideo My;-dsRNA. A exclusdo de M)-dsRNA em linhagens com
alelo recessivo mkt pode ser evitada por mutagdes ski2, ski3 e
ski4d mas ndo por skil. Procurando-se outros supressores de
exclusdao do Mjy-dsRNA, foram encontrados os ski6, ski7 e ski8.

Mutagdes em qualquer destes seis "loci" provocam um aumento



significativo no nimero de coépia dos plasmideos Lp, Lps e
M;-dsRNA. Uma linhagem que apresente a combinagao
Lp_gn—dsRNA-M;-ski exibe sensibilidade ao frio. Se o plasmideo
M;~dsRNA for removido, a sensibilidade desaparece, sugerindo
que a replicagdo de M;-dsRNA requer algum componente celular
critico para o crescimento do microrganismo em baixas
temperaturas. Se o plasmideo Lp_pgy-dsRNA for substituido pelo
plasmideo Lp_p-dsRNA, o nimero de cdépias do M;-dsRNA se reduz
e a linhagem se apresenta resistente ao frio. Mutagdes nos
"loci" mksl, mks2 ou MKS50 resultam na supressdao da exclusao
de M,-dsRNA provocado por [NEX] em linhagens mkt.

Além da exclusdo por [EXL] (Lp-dsRNA) e por [NEX]
(Lp_gn-dsRNA)  em mutantes mkt, o plasmideo Mj)-dsRNA pode
também ser excluido do sistema pelo plasmideo M;-dsRNA. Esta
exclusdo nao estd relacionada com o plasmideo Lip_gn~—9dsRNA
presentes nas linhagens K;, uma vez que linhagens curadas, mas
que continuam carregando o plasmideo Lj,_py—dsRNA, ndo mais
exibem capacidade de excluséo.

Nao existem explicagdes coerentes, até o momento, para as
interagbes dos diferentes L-dsRNAs com eles mesmos, nem com OsS
M-dsRNAs e nem com os produtos dos gens cromossdémicos que
serdo abordados a seguir. Sabe-se apenas que, pelos efeitos
provocados pela mutagdo nestes "loci" sobre a manutengao dos
diferentes dsRNAs, existem diferengas importantes nos

mecanismos de replicagao e controle.
Gens Cromossomicos e sua Relagao com o Fendmeno Killer
Umn grande nimero de gens cromossdmicos estdao envolvidos na

manutengao e na replicagdo dos dsRNAs, assim como outros estéao
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relacionados com a expressao, a resisténcia, a secregao e a
supressdo de exclusdao de determinados plasmideos. A manutengao
de M;-dsRNA depende de gens nucleares cujos produtos sao
importantes ou até mesmo fundamentais para a fungao celular
como crescimento, esporulagdo e secregao de proteinas.

O gen PET18, além de necessario para a manutengdao do
M;-dsRNA, & requerido para a manutengdo do DNA mitocondrial e
crescimento  celular. O gen SPE (SPErmidine & Spermine
biosynthesis) & um outro gen que é exigido para fungao de
crescimento celular. Além disso responde pelo processo de
esporulagdo. Os gens cromossomicos SEC (SECretion), por outro
lado, estdo envolvido com a secregdo de proteinas de um modo
geral. Mutantes secl8 afetam a passagem da toxina do reticulo
endoplasmatico rugoso para o sistema de Golgi. O mutante sec7
atua na passagem da toxina do sistema de Golgi para a vesicula
secretora. O mutante secl age na passagem da toxina da
vesicula secretora para o meio externo.

Os gens MAK (MAintenance of KIL-k;) sdo necessarios para a
manutengdo do M;-dsRNA. Os mutantes que levam o alelo
recessivo mak nao possuem M;-dsRNA e sdao K'R™. Alguns destes
gens sao requeridos para a manutengdo do M;-dsRNA. Os gens
MAK3, MAK10 e PET18 s&do necessdrios para todas as formas de Lp
e o gen MAK27 é exigido por Lp_g-dsRNA.

Os produtos de um determinado gen baixam o nimero de codpia
dos plasmideos Lp, Lpr, M; e My-dsRNA. Este gen foi denominado
SKI (SuperKIller), chamado por alguns autores de SK1.
Linhagens mutantes que levam os alelos recessivos ski2, ski3,
skid, ski6, ski7 ou ski8 apresentam um maior nimero de coépia

dos plasmideos M;, M,, Lp e Lps e exibem uma toxina mais
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estdvel. Estas linhagens sdo conhecidas como superkiller.
Estes mutantes eliminam a exigéncia dos plasmideos M-dsRNAs
por [HOK] e por alguns gens MAK e, ao mesmo tempo, evita a
exclusdo de My-dsRNA por Lp_py—-dsRNA em linhagens mkt. O
mutante skib5 ndo possui estas caracteristicas mas faz com que
a célula fique desprovida da protease de superficie que
normalmente degrada a toxina e exiba um actmulo aumentado da
toxina.

Os gens KRE (Killer REsistant) s&o necessarios para a agao
normal da toxina sobre os receptores de células sensiveis.
KRE1l afeta o receptor e KRE2 atua na ligagdo da toxina com os
receptores. As linhagens krel e kre2, por apresentar uma
perda de receptores na parede celular, dificultando a agdo da
toxina, sao consideradas toxina-protoplasto sensiveis.
Mutantes kre3, no entanto, sdo linhagens toxina-protoplasto
resistentes e exibem sitios normais de 1ligagdo da parede
celular.

O gen MKT atua na manutengdo do KIL-k, na presenga de
[NEX]. Consideragdes sobre este gen, assim como sobre o gen
MKS (MKt Supressor), foram anteriormente apresentadas quando
se discutiu a exclus&@o do plasmideo M,-dsRNA.

Os gens KEX (Killer EXpression) respondem pela expressao
do fator killer. Dois gens (KEX1l e KEX2) sdo necessarios para
processar a toxina precursora. Mutantes kex sdo incapazes de
processar adequadamente o precursor da subunidade alfa e
muitas outras proteinas também sdo afetadas. As proteinas ou
glicoproteinas sintetizadas pelas linhagens kex2 sdo maiores
que o usual e secretam uma subunidade alfa inativa e

superglicosilada. As linhagens kex2 se mostram também
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incapazes de esporular e cruzar. Linhagens kexl e kex2 crescem
lentamente e ambas as mutagdes afetam o processo de maturagao
da proteinas ndo glicosiladas. A protoxina ¢é estavel em
linhagens kexl mas instavel em linhagens kex2. Mutantes duplos
kexl/kex2 se comportam como verdadeiros kexl. Os mutantes
simples (kexl ou kex2) e os duplos mutantes (kexl/kex2)
possuem, portanto, o fendtipo K"RT, ou seja, se comportam como
linhagens neutras.

REX (Resistance EXpression) €é um gen cromossomico
responsdvel pela expressdo da resisténcia a toxina determinada
pelo plasmideo M;-dsRNA. Apesar de nao ser estudada
extensivamente, sabe-se que linhagens KIL-k; sdo suicidas.
Este gen pode estar relacionado com os varios processos de
protegdao que a célula killer deve exibir para se manter viva.
Entres os processos podem-se mencionar a ativagdo prematura da
toxina, degradagdo do fator "imunoldégico" ou alteragao do
receptor de toxina a nivel celular.

Como se vé, varios gens cromossOmicos e extra
cromossdmicos podem interagir afetando o fendmeno killer e os
pontos vitais das células de varias formas. Com relagdao ao
fator killer, as interagdes atingem principalmente, os
processos de sintese, expressdao, resisténcia e sensibilidade,
secregdo, manutengdo e perda, supressdo entre outros. Além
destes fatores interativos, outros componentes igualmente
importantes, como fatores fisico-quimicos, podem alterar

completamente o quadro de todo este processo.
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Modo de Acao da Toxina Killer
A protoxina killer é formada pelas subunidades alfa, beta,
gama e delta. Uma consideravel fragao da proteina, no entanto,
é inativa. Os componentes alfa e beta apresentam teores
elevados de aminodcidos hidrofdbicos e aminoadcidos carregados.
Inicialmente, a toxina se liga, de uma forma que ndo necessita

de energia metabdlica, a receptores 1localizados na parede

celular, identificados como 1,6-B-D-glicano. Leveduras
"imunes" e sensiveis apresentam um grande nimero destes
receptores. Alteragdes nestes receptores podem levar a

mudangas de comportamento da levedura em relagdo a toxina.
Como discutido anteriormente, mutagdes krel e kre2 provocam
uma redugao significativa nos sitios de ligagdao e apresentam
modificagdes no teor de 1,6-B-D-glicano. Estes mutantes,
protoplasto toxina sensiveis, se mostram resistentes a uma
gama maior de toxina, indicando que o processo de ligagao com
a parede celular é uma etapa inicial comum as diferentes
toxinas.

Um detalhe de extrema importancia pratica se refere a
exigéncia do nimero minimo de ocupagao dos receptores
celulares para a expressao do fator killer. Sabe-se que a
toxina deve ocupar pelo menos 3x103 dos 107 receptores da
parede celular para que a subunidade alfa se acople a
membrana celular e exerga seu efeito killer. Isto mostra que
nao é suficiente apenas a presenga do fator killer no meio
mas também a relagadao entre sua concentragdo e o nuamero de
linhagens sensiveis. Depois da ocupagdo de pelo menos 3x103
receptores, um outro sistema, energia dependente, se encarrega

do transporte da toxina para a membrana citoplasmética.
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Os eventos que conduzem a célula & morte também estao
relacionados com o desprendimento de energia metabdlica. A
morte se d& apds um periodo "lag" que depende da composigao
quimica do meio e da fase de crescimento do microrganismo. Na
fase "lag" os efeitos da toxina podem ser revertidos.
Microrganismos que se encontram na fase estaciondria séao
relativamente resistentes & toxina killer. E interessante
observar que toxina, inibindo a extrusdao de proétons e
aumentando a permeabilidade da membrana a prétons contraria
pelo menos dois principios bédsicos da hipdtese quimiosmética
de transporte de moléculas, grupos quimicos e ions. A agao da
toxina pode nao afetar diretamente o sistema ATPase
mitocondrial, mas seus efeitos sdo tdo surpreendentes que, num
periodo de 40 a 90 minutos, o pH intracelular baixa
drasticamente e o metabolismo celular & inibido. A célula
perde potédssio e produtos importantes como ATP. Embora as
células se apresentem perfuradas, como resultado de danos
fisicos causados pela toxina, macromoléculas ndo sao perdidas.
A célula murcha mas nao ocorre lise.

A nivel celular, a toxina é sintetizada no reticulo
endoplasmatico rugoso, apds a passagem do mRNA de dentro do
plasmideo para o citoplasma, portando a mensagem do M-dsRNA. O
processo se inicia pela sintese da subunidade delta. Esta
serve para ancorar, na superficie da membrana do reticulo
endoplasmatico e de outras vesiculas da via secretéria, o
sequimento restante da protoxina a ser formada. Logo em
sequida, formam-se as subunidades alfa, gama e beta. O
processo de glicosilagadao da subunidade gama e a formagao das

pontes de enxofre entre as subunidades alfa e beta se efetuam
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ainda neste estdgio. Vesiculas contendo a protoxina se
desprendem do reticulo endoplasmatico para formar o sistema de
Golgi. Esta passagem é permitida, como ja& mencionada, pelo gen
SEC18. Embora os gens KEX1 e KEX2 possam atuar no sistema de
Golgi, nenhuma alteragdo da protoxina tem sido observada neste
estdgio. Do sistema de Golgi sd@o formadas vesiculas (vesiculas
secretdérias) onde uma série de reagdes ocorrem. A formagdo das
vesiculas ¢é controlada pelo gen SEC7. Nestas vesiculas a
protoxina sofre fragmentagdao, que envolvem proteases. Na
membrana das vesiculas parece existir pontos receptores que se
ligam com a subunidade gama. Estes mesmos pontos sao os que se
ligam com a subunidade alfa ao nivel de membrana
citoplasmatica. A liberagao da toxina, que é controlada pelo
gen SECl, se processa pela passagem da mesma para o meio
externo. As subunidades alfa, gama e beta sdao liberadas da
subunidade delta. A subunidade gama, por sua vez, se prende
aos receptores da membrana celular, protegendo a célula da
agdo de sua propria toxina ("imunidade") por ocupar o espago
destinado a toxina. As subunidades alfa e beta se liberam da
subunidade gama. A subunidade beta, ao se fixar aos receptores
da parede celular (1,6-B-D-glicano), induz um enfraquecimento
das ligagdes de enxofre, permitindo que a subunidade alfa seja
liberada. Uma vez livre, a subunidade alfa procura os

receptores da membrana para promover as alteragdes celulares

que resultam em morte.
Consideragoes Gerais
O fator killer de levedura é um fendmeno complexo. A

aplicagao de tais leveduras na elaboragdo de vinhos parece, a
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primeira vista, ser vantajosa no que se refere a dominio
populacional. Mas a realidade bioldgica mostra que o simples
fato de uma levedura ser killer n3do garante sua prevaléncia no
processo de vinificagdo. Este dominio sé seria verdadeiro se
nao houvesse a presenga natural de leveduras neutras e killer
no mosto. As leveduras neutras anulam o efeito killer e as
leveduras killer contaminantes podem ameagar as leveduras
killer inoculantes (K; mata K, e K3; K, mata K; e K3; K3 mata
K; e Ky). A preocupagado com o preparo do indculo, portanto,
deve ser a mesma que se tinha antes da descoberta do fator
killer por Bevan e Makower em 1963.

Mesmo no caso de se inocular leveduras sensiveis em mostos
com leveduras killer contaminantes, deve-se considerar alguns
pontos ja& discutidos. Um destes pontos alerta para a
existéncia de uma relagdo numérica entre as leveduras killer e
leveduras sensiveis para a eficdcia do efeito killer. A
relagao talvez esteja vinculada ao nimero de receptores da
parede celular ocupados (minimo 3X103/célula) e a taxa
especifica de formagdo de produto téxico das diferentes
leveduras killer. Segundo dados de literatura, a atividade
killer pode ser detectada em relagdes killer:sensivel de 1:1,
1:2, 1:20, 1:40, 1:50, 1:500, 1:1000, 25:1, 100:1. Resultados
de pesquisa recentes obtidos com a relagao 1512
(killer:sensivel), onde o efeito killer pode ser detectado,
mostram que nado foi possivel a eliminagdo total das linhagens
sensiveis, mesmo quadruplicando a concentragao de leveduras
killer (2:1 - killer:sensivel).

Partindo-se do principio de que a quantidade de

microrganismo contaminante é muitas vezes menor dque a do
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inéculo no momento da inoculagdo, o efeito killer das
linhagens contaminantes presentes no mosto nao devem causar
qualquer problema se, imediatamente depois do esmagamento da
uva, o mosto for inoculado com um volume e uma concentragao
corretos de leveduras inoculantes. Este cuidado deve ser
tomado tanto para o caso de inoculagdes com leveduras killer
como para as inoculagdes com leveduras neutras ou sensiveis.
Quando, no entanto, por qualquer motivo, o mosto nao é
imediatamente processado, procedimento, aliads, considerado
inadequado, os riscos de parada de fermentagdo sao muitos
altos. Neste aspecto, as leveduras killer contaminantes
presentes no mosto desempenham um importante papel.

Outro aspecto de grande importancia diz respeito a
composigdo quimica do meio de cultura. Leveduras sensiveis em
meio artificial e tamponado podem apresentar resisténcia em
meio natural tendo mosto de uva como principal componente. O
mesmo pode ser dito para a caracteristica killer. Nao raros
sdo os relatos de literatura mostrando a baixa freqiiéncia de
leveduras killer na natureza. Na Africa do Sul, de 85
linhagens de Saccharomyces cerevisiae apenas 7 produziam
proteina killer, 9 se apresentavam neutras e 69 eram
sensiveis. Em meio agar, o nuimero de linhagens killer desta
populagdo se reduzia a zero quando o pH meio era ajustado para
aquele normalmente encontrado no vinho. A competéncia do fator
killer em condigdes naturais, portanto, pode ndao ser a mesma
que se obtém em condigdes artificiais. Tem sido observado que
o meio completo e o suco de uva causam declinio da atividade
killer. 0 etanol também afeta de forma negativa a

caracteristica killer.
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Além da composigdo quimica do meio, a fase de crescimento
do microrganismo também pode influir na sensibilidade e
formacao do produto killer. Leveduras sensiveis podem ter sua
sensibilidade reduzida se a populagdo estiver na fase
estacionéaria. 0 crescimento de determinadas linhagens
sensiveis pode ser até mesmo estimulado pela presenga do fator
killer. Por outro lado, a densidade de leveduras killer pode
ser maior que a de leveduras ndo killer na presenga de
linhagens sensiveis.

Parece evidente, diante da complexidade do fendmeno
killer, que a agdo e o predominio das linhagens killer nao
dependem apenas de fatores intrinsecos, mas também de sua

interagdo com o meio ambiente e de algumas caracteristicas

ecoldgicas.
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