Il SIMPOSIO €n : | conek
TEANOLOGIA DE . InsTITUTO NAg
: ® D& FRUTOS TF

S -

o S

'INFLUENCIA DA COMPOSIGAO DO MEIO DE CULTURA NA
EXPRESSAO DO FENOTIPO “KILLER” EM LEVEDURAS

AR Lima', F. M. P. Viana’, §.R. Ceccato-Antonini® L.R.B Gongalves !

! Mestre em Tecnologia de Alimentos. Profa. do Dep. de Biclogia, FAEC! Universidade Estadual do
R Ceara - UECE, CEP:63.700.000, Cratelis-CE- Brasil.
“ Doutor em Fitopatologia. Pesquisader da EMBRARA Agroindusiria Tropical, Rua Ora. Sara
Mesquita, 2270, Planalto do Pici CEP 80511-110. Fortaleza-CE. Brasil.
? Doutora em Cigncias Bioldgicas. Profa. do Dep. de Tecnologia Agroindustrial @ Socio-Economia
Rural, Centro de Ciéncias Agrarias - UFSCar'Campus de Araras CEF: 13800-270 — Araras-SP, Brasil.
Dioutora em Engenharia Quimica. Profa do Dep. De Engenharia Quimica da Universidade Federal
do Ceara - UFC, Campus do PICI, CEP: 80455 — 780, Fortaleza-CE, Brasil.

jackrabeloi@uecs br
RESUMO

Varias pesquisas tem sugerido que a composicdo do meio, & principalmants o pH de
cultive apresentam grande influéncia na producio e liberag3o da toxina “killer”. A
utilizagdo de meio/métodos inadequados pode ocasionar respostas falso-negativas
em trabalhos de bioprospecgdo de leveduras “killer', por vezes inviabilizando
projetos de pesquisas. Nesse contexto, investigou-se a influéncia da composicdo de
diferentas meios de cultura na expressio do fator “killer”. Para isto foram utilizadas
duas cepas padrbes sensiveis, Saccharomyces cerevisiae (NCYC 1006) & Candida
glabrafa (NCYC 055) e quatro cepas padries ‘“Killer', K; (NCYC 232)
Saccharomyces cerevisiae , K, (INCYC 732) Saccharomyces cerevisiae, Ky (NCYC
383) Candida glabrata e Ke (NCYC 537) Kluveromyces fragiis. A expressdo do
fendtipo fol avaliada em firés diferentes meios (YM, YEPD e BDA) todos
suplementados com 0.003% de azul de metieno. Os resultados encontrados
confirmam a influéncia da composicio de meio sobre a expressdo do fendtipo "killer”
e reforgam a necessidade de padronizagBo de metodologias e necessidade de
testes adicionais na confimacio do fendtipo.

Palavras-chave: Bioprospecgio, metodologia, padronizagio.

INTRODUGAD

O interesse no isolamento de leveduras que expressem o fenotipo “killer” tém
crescido, nos Ultimos em fungio de sua ampla prespectivas de aplicacio, denfre as
quais destacam-se: biocontrole de leveduras e fungos filamentosos fitopatogénicos
(COELHO et al; GORETTI, 2003, MOHAMED HASHEM et al,2009); protecdo
contra infecgbes causadas por Candida e Pneumocystis (BANERJEE; VERMAT,
2000) acdo antimicofica (MAGLIANI et al., 1997) além de acio potencial na
hiotipagem de microrganismos patogénicas (FUENTEFRIA, 2008);

A expressao do fendtipo “killer” & influenciada por varios fatores ambisntais,
sobretudo pelo pH do meio (SILVA 2006; LIMA et al, 2007; SANTOS e MARQUINA
2004).

Alem do pH do mosto, Poli (2009), estudando a expressao do fendtipo em
diferentes meios de cultura e mostos de fermentacdo para a producdo de vinho,
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obserou que alguns meios podem favorecer a producio de enzimas proteoliticas
que destroem a foxina ou mesmo apresentarem fatores de protegdo para as calulas
sensiveis.
Assim, este trabalho objetivou avaliar a infludncia da composicio do meio de
cuftura na expressio do fendtipo “Killer”, ufilizando cepas padries sensiveis e
produtoras da toxina.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados trés diferentes meios de cultura, YEPD (exirato de levedura
10g L, peptona 20 g L7, glucose 20 g L, dgar 20 g L, pH 4,2, ajustado com
tampéo citrato-fosfato 100 mM), ¥YM (extrato de levedura 3 g L', extrato de malte 3
gL, peptona 5 g L, glucose 10 g L, dagar 20 g L, pH 4.2 ajustado com tamp&o
citrato de potdssio 1M) e BDA (acidificado com Acido tartarico pH 4,2) todos os meio
foram suplementado com 0,003% de azul de metileno e todos as placas incubadas a
26 1T por 72 horas.

Utilizou-se duas linhagens de leveduras padrbes sensiveis Saccharomyces
cerevisiae (MCYC 1008) e Candida glabrata (NCYC 055) e quatro cepas padries
“killer", K1 (NCYC 232) Saccharomyces ceravisiae , Kz (NCYC T732) Saccharomyces
cerevisiae, ke (NCYC 388) Candida giabrafa e Ks (NCYC 587) Kiluveromycaes fragilis.

Para realizacdo do teste “killer”, celulas padries sensiveis e “killer" foram
ativadas em BDA a 25 T por 24 horas & suspensas em solugio salina, numa
concentracdo de aproximadamente 4,0 x 107 células mL™". As cepas sensiveis foram
espalhadas com swab estéril sob a superficie dos meios a serem testados e as
placas incubadas a 25 T por 30 minutos. As leveduras padries “killer” foram
incculadas como um Onico ponto na superficie das placas semeadas com as
leveduras sensiveis. Em seguida as placas foram incubadas a 25 T por 72 horas. A
presenca de halo de inihigdo ao redor do ponto de inoculagdo indicou a positividade
do teste (LIMA, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAD

Os resultados apresentados na Tabela 01 permitem afirmar que a expressio
do fator “killer” & extremamente variavel, & que esta variag8o estd associada ndo s6
a composicdo do meio de cultura, mas também a cepa sensivel utilizada. Estes
resultados estio em conformidade com os descritos por Poli (2009) que avaliando a
influéncia da composico de diferentes meios de cultura sobre a expressdo do fator
“killer" verificou ampla variagdo na expressio do fendtipo.

Tabela 1. Expressao do fendiipo killer nos diferentes meio analisados.

Cepa padrac sensivel - 8. cerevisiae Cepa padrao sensivel - C.
Cepas padrdes “killer® [NCYC 1006] glabrata (NCYC D55)
R YEPD EDA + AN Rl YEFD | BOA + AM
Hy (MCYE 2320 5. cerevisiae + + - - + -
EiEE CCErewiSiae ¥ i _ . - -
Fa. (NCYG 2261G. glatvata : + . : + ¥
Ve INCTC 587K fragis : £ = : - z

+ Prasenga de expressio do fenolpo diler
- Ausencla de expressio do fenddpo kiler
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amplameante aceito que o principal mecanismo de agdo da toxina “killer” & a
les3o & parede celular de cepas sensiveis (HAMPSEY, 1997; BEMNITEZ et al, 1936),
assim as diferengas de acdo frente a diferentes cepas sensiveis avaliadas podem
dever-se a auséncia de receptores especificos presentes na parede celular destas
cepas.

Apenas no meio YEPD verificou-se positividade para todos os padries “killer”
testados, o que era esperado j& que este é o meio padrdo utilizado para detecgdo do
fendtipo “Killer” (SANGORRIN et al 2001; SILVA et al 2008).

O BDA apresentou o pior resultado em comparagdo com o0s demais meios
avaliados; o que pode estar relacionado no s0 a diferenca na composigdo deste,
em relagdo aos demais (YM e YEPD), mas, também nas diferencas de constituiggo
dos insumos utilizados na composicio de meios sintéticos; neste contexto, Revillon
et al (2003) destaca que a composicdo do extrato de levedura uiilizado na
preparacdo de meios de cultura sintéticos podem apresentar grandes diferencas na
composicio de aminoacidos em fungdo do meio utilizados no cultive da levedura,
alem de wariagfes importantes na composicBo de  elemenios  maneirais
(HERMAWAN & FLEET, 1995).

As diferengas na expressdo do fendtipo podem estar relacionadas, ndo so ao
comprometimento da produgio da foxina, mas também ao possivel efeito protetor de
alguns componentes do meio sobre a cepa sensivel (SILVA e ALMEIDA, 2006)

Foli (2009) acrescenta ainda que uma levedura “killer pode expressar a
toxina, sem gue sua acdo seja detectada, em fungdo das modificages impostas a
cepa sensivel ndo so pelo meio de cultura, mas também pelas condicdes de cultivo
utilizadas.

CONCLUSAOQ

A expressdo do fendtipo “killer” nem sempre é reprodutivel, sendo esta
amplamente influenciada pela composigdo do meio de cultura e pelas cepas
sensiveis utilizadas. Assim os testes de isclamento de leveduras com propriedades
mucocinogénicas devem ser precedidos de testes de validagio de metodologia e
sempre que possivel o fendtipo deve ser confirmado através de ferramentas de
hiologia molecular.
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