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RESUMO

InvestigacOes feitas com organismos que apresentam o fendtipo de resisténcia a
compostos téxicos sdo importantes nas éreas biotecnoldgica, clinica e agricola
Neste trabalho, foi observada a correlacdo entre os niveis de resisténcia de
células de levedura ao fungicida agricola Benomyl® e a presenca de
determinados genes envolvidos com o processo. Uma linhagem selvagem da K.
marxianus e varias linhagens industriais de S. cerevisiae foram testadas para a
variagdo inter e intraespecifica desta resisténcia. A metodologia usada abordou
0s genes TUB2 e ICT1. O gene TUB2 codifica a proteina B-tubulina que esta
relacionada com a formagdo do citoesqueleto. VariagOes aélicas desta proteina
esté@o relacionadas com a sensibilidade ao fungicida Benomyl®. O gene ICT1 é
componente do sistema MDR (Multidrug Resistence) de leveduras. Sua funcéo é
desconhecida, embora sua inativacéo parece promover sensibilidade as drogas.
As andlises da cinética do crescimento celular das linhagens testadas na presenca
de Benomyl®, juntamente com o perfil de amplificagdo génica destes dois
genes, sugerem um complexo mecanismo de defesa celular.

Palavras-chave: Resisténcia celular, leveduras, Benomyl®
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ABSTRACT

Investigations on the toxic compound-resistant phenotypes by microrganisms are regarded
as relevant within the bio-technological, clinic and farming fields. In this work, we aimed
to identify the co-relation between the resistance levels of yeast cells to the fungicide
Benomyl® and the presence of two yeast genes already related to have any influence in this
response. A wild type strain of K. marxianus and several industrial strains of S. cerevisiae
were surveyed for the inter and intraspecific variance of such resistance. The molecular
approach included the detection of certain alleles of both TUB2 and ICT1 genes. The TUB2
gene encodes the B-tubulin protein involved in cytoskeleton formation. Allele variation are
involved in Benomyl® resistance phenotype. The ICT1 gene is part of the MDR (Multi-drug
Resistance) complex. Its biological function still unknown, although its inactivation causes
drug sensitivity. The analysis on the cell growth kinetics, allied to the gene amplification

profiles, suggested an intricate cell defense mechanism to this kind of drugs.

Key-words: Cell resistance, yeasts, Benomyl®
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1- INTRODUCAO

Tem sido observado um significativo aumento no uso das leveduras
como modelo de organismo eucarionte para o estudo de fendmenos celulares.
Microrganismos classificados no Reino Fungi, os géneros Kluyveromyces e
Saccharomyces possuem espécies de relevancia para a aplicagdo humana.
Pertencem ao filo Ascomycota, a classe Ascomycetes, a ordem
Saccharomycetales e a familia Saccharomycetaceae (Alexopoulos & Mims,
1996). As leveduras tem sido alvos de constantes investigagOes, principa mente
a S cerevisiae, devido a novos conhecimentos acerca do genoma e a facilidade
de manipulacéo desse, gerando linhagens capazes de expressar uma determinada
caracteristica desejada.

A espécie K. marxianus apresenta uma fisiologia mais favoravel a
aplicacdo industrial e académica quando comparada a S. cerevisiae. Entretanto,
suas vantagens fisiologicas requerem uma melhor caracterizacdo o que
representaria, principamente para o setor industrial, um avanco tecnolégico
expressivo. Uma das aternativas para estudar a K. marxianus € a investigacéo
dos mecanismos de resisténcia as diferentes drogas.

Varios microrganismos produzem compostos toxicos que atuam como
agentes anti-microbianos eliminando organismos competidores nos diferentes
ecossistemas. E 0 caso dos antibidticos produzidos por bactérias e fungos
filamentosos e dos fatores “killer” produzidos por leveduras. No entanto, 0s
organismos produtores parecem ser imunes aos efeitos dessas substancias. Tais
caracteristicas sdo fatores importantes para a vantagem competitiva desses seres
nos ecossistemas. O mecanismo de resisténcia as drogas (MDR) envolve a
atuacdo de vérias proteinas da membrana plasmética relacionadas com o
transporte de substancias toxicas através da mesma. Esse mecanismo estd
diretamente relacionado com o processo de sensibilidade ou resisténcia aqueles
compostos, como ao antifingico Benomy|®.

O Benomyl®, fungicida sistémico intensamente usado no controle de

importantes pragas agricolas, pertence ao grupo dos benzimidazdlicos e atua
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como inibidor mitético causando despolimerizacdo dos microtibulos das
leveduras. Essas organelas, dentre outras funces, compdem o citoesqueleto e
tém uma de suas subunidades proteicas, a 3-tubulina, como principal alvo desse
composto. A partir de estudos com diferentes espécies de fungos foi observado
gue aresisténcia para 0s benzimidazoles esta rel acionada com mutagdes no gene
TUB2 o0 qual codifica para a B-tubulina. Essas formas aélicas produzem
proteinas que sdo insensivels a ligagdo com a droga e, portanto, impedem a
despolimerizacdo dos microtdbulos. No entanto, a causa da resisténcia ao
Benomyl® pode ndo ser apenas monogénica por mutagdes no gene TUB2.
Dependendo do organismo estudado, a auséncia de sensibilidade ao composto
pode se dar por um processo poligénico envolvendo, por exemplo, proteinas que
compdem o0 mecanismo de resisténcia as drogas (MDR). Genes envolvidos com
0 MDR como o ICT1 da S. cerevisiae sd0 superexpressos. As proteinas desse
mecanismo atuam sob diferentes maneiras seletivas, agrupadas em familias de
acordo com as formas de transporte das drogas.

O objetivo gera deste trabalho foi estudar o nivel de resisténcia ao
antifungico Benomyl® em diferentes linhagens das leveduras S. cerevisiae e da
K. marxianus. Nesse contexto, os objetivos especificos foram: andisar a
amplificagdo do gene TUB2 das linhagens estudadas e a amplificagdo do gene
ICT1 como representante do sistema MDR, além disso determinar o nivel de
resisténcia celular ao fungicida.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biologia das levedur as Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus

Presentes em praticamente todos os habitat da terra, as leveduras sdo
fundamentais em processos bioldgicos como: decomposicdo de vegetais e
animais, fermentacdo de carboidratos e ciclo de nutrientes. Microrganismos
heterotroficos, saprobios e parasitas sdo encontrados associados aos vegetais, aos
insetos, a0 humus e a maioria dos substratos fornecedores de aglcar. Algumas
espécies sd0 patogénicas as plantas, aos animais e a0 homem. Em florestas
tropicais, as leveduras que fermentam frutas possui uma distribuicdo de acordo
com 0s seus recursos alimentares (Phaff, 1990). Caracteristicas de crescimento,
onde apenas poucos microrganismos podem desenvolver-se, dém da sua
existéncia em diferentes habitat, facilitam seu isolamento e sua manutencéo em
culturas (Phaff & Stamer, 1987).

As leveduras participam na alimentacdo do homem desde a época que
vivia da coleta de frutas. Quando a prética agricola se estabeleceu, as colheitas
eram processadas em bebidas e alimentos, onde as leveduras constituiam parte
essencial do processo. Modelos de panificadoras e casas de fermentacéo estdo
registrados em papiros e esculturas do Antigo Egito. Atualmente, as aplicactes
biotecnolégicas das leveduras estdo presentes na tecnologia ambiental
(tratamentos e/ou remediacdo de residuos como esgotos domeésticos e lixo,
utilizacdo de subprodutos industriais, controle bioldgico e bioabsorcdo de
metais). Como também nas pesquisas fundamentais (metabolismo de drogas,
Biologia celular e molecular, Bioguimica e Genéticd), nas industria de
fermentagdo (vinhos, saqué, cerveja, pao e bioetanol) e na producéo de agentes
farmacéuticos de importancia para a salide humana (Walker, 1998).

O conteldo genético das leveduras encontra-se compartimentalizado em
um nacleo bem definido, sendo a regulagdo da expressdo génica e 0s
mecanismos de transcricdo e traducdo préprios de organismos eucariontes.
Possuem cromossomos lineares com diferentes tamanhos, formados por cadeias
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de dupla fita de DNA associadas as histonas H2, H3 e H4 com auséncia da H1
(Perez-Ortin et al.,1989). Naturalmente, podem existir nas formas diplGide ou
hapldide. Nas células dipldides, enquanto as condigdes estiverem favoraveis, o
ciclo vita das leveduras é vegetativo. A reproducdo vegetativa (assexuada)
ocorre por mitose, fase em gque novas células so formadas a partir da célula méae
pelo processo de brotamento ou fissdo. O ciclo meiético ocorre nas condicdes de
estresse como, por exemplo, a escassez de nutrientes.

A S cerevisiae possui cerca de seis mil genes distribuidos por dezesseis
cromossomos, e os doze milhdes de pares de bases do seu genoma estéo
sequenciadas (Goffeau et al., 1996). Metade dos seus genes ja possuem fungao
biolégica conhecida (Oliver, 1996). E a levedura com a biologia melhor
conhecida, devido ao seu importante papel na preparacéo de vinhos, de cervejas,
de queijos e de paes. Embora tenha sido menos estudada do que a Scerevisiae,
a K. marxianus possui caracteristicas fisiologicas que favorecem 0 seu uso
industrial. Ambas as espécies sdo classificadas como organismos Generally
recognized as safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), sendo
esse um importante critério técnico para aplicagdes alimenticias e farmacéuticas
(Van der Berg et al.,1990).

As caracteristicas de rapida taxa especifica de crescimento e utilizacgo de
vérios carboidratos como fonte de carbono torna a K. marxianus Gtil em
eficientes processos fermentativos. E usada, por exemplo, na produgo do Kefir,
bebida derivada do leite, fermentada, &cida, alcodlica e comercializada na
América do Norte. Encontrada em gréos de Kefir, € responsavel pela formacéo
do etanol, do CO, e contribui para 0 sabor e 0 aroma caracteristicos da bebida
(Belem & Lee, 1998). A K. marxianus apresenta um alto grau de termotolerancia
e freqUentemente fermenta a lactose, sendo indicada na reducdo do potencial
poluente do soro de queijo e outros produtos descartados na industria de
laticinios (de Souza Jr. et al., 2001; Rech et al., 1999). Possui uma alta
capacidade de secretar enzimas pectinoliticas, como a endopoligal acturonase
sendo utilizada na clarificagdo de suco de frutas (Schwan et al, 1997).
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A potencializacdo do uso dos microrganismos para que sgam melhor
explorados, em atividades de interesse humano, esta relacionada com o estudo
de sua biologia. Uma das estratégias para a caracterizagdo biologica de um
organismo € o conhecimento dos mecanismos celulares de resisténcia as

substancias toxicas.

2.2. Aspectos quimicos do Benomyl®

Os compostos benzimidazolicos foram uns dos primeiros antifingicos
sistémicos desenvolvidos e bastante efetivos no controle de importantes doencas
vegetais. S80 usados como agentes anti-helminticos e como fungicidas
sistémicos. Porém, em muitos casos a efetividade do benzimidazole é reduzida
devido ao aparecimento de linhagens resistentes a esse composto (Davidse,
1986; Georgopoulos, 1987).

O antimitético Benomyl (metil 1-butilcarbomoil benzimidazol-2-
ilcarbamate) € um composto da familia dos benzimidazoles (Figura 1) usado
como fungicida sistémico agricola (Bréco et al., 1999). Atua como um inibidor
mitético a0 se ligar com um sitio especifico da B-tubulina causando a

despolimerizagdo dos microtubul os (Gorman, 1992).

Figura 1. Estrutura quimica do Benomyl®
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2.3. Mecanismos deresisténcia ao Benomyl®

A sobrevivéncia dos microrganismos no ecossistema é favorecida por
fatores como a capacidade de produzirem compostos toxicos para organismos
competidores e o constante uso de fungicidas no controle de fitopatologias
resultantes da contaminag&o por fungos.

Com o0 uso generalizado do Benomyl® surgiram diversas linhagens de
fungos fitopatogénicos resistentes a droga, reduzindo a sua utilidade na protecéo
das culturas (Adams, 1997). O Benomyl® possui efeito sobre os microtubulos
gue sdo estruturas celulares envolvidas no transporte de organelas, na mitose, na
meiose e na morfogénese celular (Stearns et al., 1990). A atividade dos
benzimidazoles como inibidores de microtubulos foi inicialmente observada em
fungos (Davidse, 1986) e a resisténcia a essa droga esta relacionada com a
mudanga na estrutura da [3-tubulina (Osmani & Oakley, 1991).

Os microtubulos sdo heterodimeros compostos de subunidades a, B e y
tubulina (Richards, 2000). O gene TUBL € o principal codificador da subunidade
protéica a-tubulina, sendo fundamental para o processo de formagéo da tubulina.
O gene TUB3 também codifica para a subunidade o, entretanto € expresso em
niveis mais baixos. O gene TUB2 € o Unico que codifica para a B-tubulinaem S.
cerevisiae. Finalmente, o gene TUB4 codifica paraay-tubulina. A caracterizagdo
de linhagens mutantes em muitas espécies de fungos estabeleceu que a
resisténcia para os benzimidazoles resulta de mutagdes nos genes da 3-tubulina
(Tabela 1). Essas mutagbes ateram a sequéncia de aminoécidos,
consequentemente desestabilizam a proteina (Li et al., 1996) e reduzem a
afinidade para os fungicidas (Cooley et al., 1991). Desde que a [3-tubulina tem
sido identificada como alvo do Benomyl® em fungos, investigagdes da estrutura
do gene TUB2 de diferentes fungos vem tendo importancia bésica no estudo da
resisténcia ao composto (Gafur et al., 1998).

10
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Tabela 1. Mutagbes no gene TUB2 em diferentes fungos resistentes ao

Benomyl®

Aminoécido

Posicdo Substituicdo
6 His— Tyr

50 Tyr — Asn

134 GIn— Lys

237 Thr — Ala

241 Arg — His

200 Phe — Tyr

Organismo Referéncia
Trichodermaviride Goldeman et
al., 1993
Aspergillus nidulans Koenraadt et
al., 1992
Aspergillus nidulans Koenraadt et
al., 1992
Neurospora crassa Fujimura et a.,
1992
Saccharomyces cerevisiae Thomas et al.,
1985
Botrytis cinerea Yarden &
Katan, 1993

Além das mutagbes no gene da R-tubulina, a resisténcia celular aos

fungicidas pode estar relacionada a barreira de entrada ou ao sistema de efluxo

celular desses produtos. Os organismos possuem mecanismos protéicos de

transporte ativo pelos quais substancias toxicas endégenas e exdgenas podem ser

secretadas através da membrana plasmética. Em patdgenos vegetais essas
proteinas desempenham um papel essencial na protecdo contra as defesas da
planta durante a infeccdo. Podem transportar tanto fatores endogenos de
patogenicidade quanto compostos externos de defesa da planta (Figura 2). Nas

leveduras essas proteinas sdo uma das responsdveis pela sensibilidade e

resisténcia a fungicidas (Jenkinson, 1996).

11
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Figura 2. Funcdo das proteinas transportadoras, na
membrana plasmatica de um fungo, durante o
processo infeccioso de uma planta.

O fendmeno de Multidrug Resistance (MDR) € baseado na existéncia de
mecanismos de fluxo ativo mediado por proteinas transportadoras especificas.
Além disso, existe um sistema de compartimentalizaco ativa que resulta na
diminuicdo da concentragdo dessas drogas toxicas no citosol. S&o conhecidas
cinco familias de proteinas MDR e a maioria parece ter os cétions anfipaticos
como substratos preferidos. As duas maiores familias de proteinas da membrana
plasmética com funcéo de transportadores sdo a ATP-Binding Cassete (ABC,
por apresentarem um modulo conservado de ligagdo ao ATP) e a Major
Facilitator Superfamily (MFS) (Del Sorbo et al., 2000). Os componentes da
familia SMS exportam apenas cétions anfipéticos, os das familias RND e ABC
possuem uma ampla especificidade, mas também possuem esses cétions como
substratos preferidos. O mesmo é observado para as familias MFS e MATE
(Lewis, 2001). Fatores de regulacdo transcricional como as proteinas homologas
Pdrl e Pdr2 participam na regulagdo desses transportadores MDR sendo
reguladores da composicdo e propriedades da membrana plasmética das
leveduras (Delahodde et al, 2001; Tenreiro et al., 2001).

12
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Em leveduras e eucariontes superiores, os sistemas de efluxo de drogas
desempenham um papel biologico critico, aumentando a resisténcia da célula
contra compostos toxicos. Funcionam na dependéncia do consumo de energia e
estdo divididos em dois tipos como apresentados na Figura 3. O sistema de
transporte ativo primario € composto por proteinas, como as da superfamilia
ABC que hidrolisam ATP e usam a energia gerada para transportar solutos
através da membrana plasmética. O sistema de transporte ativo secundario,
como os transportadores MFS, sdo energizados pelo gradiente eletroquimico
transmembranar, ou sgja, atuam pela diferenca de concentracio de H* e de carga
entre os dois lados da membrana (Del Sorbo et al., 2000).

Tk paiid

Figura 3. Bombas de milltiplas drogas. transportadores das
superfamilias ABC e MFS presentes na membrana plasmatica da levedura.
As proteinas MDR catalisam o efluxo das formas néo lipossoliveis (D*) de
substancias toxicas através da diferenca de concentracdo de H® e de carga
entre os dois lados da membrana.

Varios transportadores em diferentes organismos tém sido identificados e
aparentemente atuam sobre uma vasta gama de compostos estruturalmente
diferentes que apresentam também alvos biologicos de diversas acOes.
Atualmente, o sistema de efluxo ativo de drogas melhor caracterizado e de
enorme relevancia para a salde humana é o da P-glicoproteina (Pgp) que é
codificada em mamiferos pelo gene MDR1. Essa proteina € um transportador de
vérias drogas, pertencente afamilia ABC e atua como principal responsavel pelo

desenvolvimento da resisténcia aos quimioterapicos. Células tumorais resistentes

13



Lacerda Y.S. Resisténcia de leveduras ao Benomyl

as drogas sdo uma das principais causas no fracasso em processos
guimioterdpicos. A exposicao continua aos agentes citotdxicos, quimicamente
ndo relacionados, seleciona células cancerigenas resistentes (Rumjanek et al.,
2001). Proteinas homdlogas da P-glicoproteina (Pgp), da superfamilia ABC,
estdo relacionadas com a multirresisténcia do parasito Plasmodium falciparum
as drogas antimalaria, bem como a resisténcia das bactérias patogénicas aos
antibioticos e a de fungos fitopatogénicos aos fungicidas, utilizados na
agricultura (Hayes and Wolf, 1997).

Alguns genes como o ICT1 (YLRO099c) envolvidos com a resisténcia ao
Benomyl® sdo superexpressos quando submetidos ao fungicida (Launhardt et
al.,1998) e estdo relacionados com o estresse celular (Miura et al., 2000). O
ICT1 € um gene com 1185 pares de bases, localizado no cromossomo Xl1 de S
cerevisiae, com fungdo molecular desconhecida. A proteina codificada por esse
gene € uma possivel esterase de 394 aminoacidos com acdo sobre compostos
aromaticos (DeRisi et al., 2000).

Portanto, o conhecimento do MDR, assim como de outros mecani smos
de resisténcia celular aos compostos tdxicos, sdo importantes para a medicina,
devido ao impacto sobre o tratamento por quimioterapia e antibioticos. Além
disso, na agricultura com a resisténcia aos herbicidas e aos fungicidas;, como
também na aplicacdo das leveduras em processos biotecnol6gicos industriais

sujeitos aos fatores de agressdo ambiental .
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RESUMO

Neste estudo, foi observada uma distinta sensibilidade ao Benomyl®
apresentada por linhagens das leveduras Saccharomyces cerevisae e
Kluyveromyces marxianus. A metodologia usada abordou os genes TUB2 e ICT1.
O gene TUB2 codifica a proteina B-tubulina que esta relacionada a sensibilidade
a0 Benomyl® e o gene ICT1 é componente do sissema MDR (Multidrug
Resistence). As conclusdes obtidas permitiram ampliar 0s conhecimentos a

respeito do processo de resisténcia as drogas nessas leveduras.

Palavras-chave: Resisténcia celular, leveduras, Benomyl®
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INTRODUCAO

Os organismos estdo constantemente submetidos as pressoes seletivas
tanto de ordem natural quanto as exercidas pela agcdo antrdpica sobre 0 meio
ambiente. No nivel celular, sGo diversos os mecanismos mantenedores da
homeostase do organismo como um todo. Ao longo da evolucédo dos seres vivos,
genes que expressam proteinas responsaveis pela reducéo de compostos toxicos
comprometedores da sua funcionalidade, devem ter sido selecionados como
provedores de maior aptiddo para a ocupacao de nichos ecol 6gicos.

Foi demonstrado que mutacdes no gene que codifica a [-tubulina,
subunidade estrutural dos microtdbulos, conferem resisténcia aos compostos
benzimidazdlicos. Essas substancias se ligam a proteina 3-tubulina selvagem e
consequentemente desestabilizam sua estrutura (Li et al., 1996). Aquelas
mutagbes promovem mudangas da sequéncia de aminoécidos que levam a
reducdo da afinidade pelos fungicidas (Cooley et al., 1991). Desde que a 13-
tubulina foi identificada como alvo do Benomyl® em fungos, a investigagéo da
estrutura do gene TUB2 de diferentes fungos tem importancia bésica no estudo
daresisténcia ao Benomyl® (Gafur et al., 1998).

O mecanismo de resisténcia celular aos fungicidas pode estar relacionado
ao chamado fenbmeno de resisténcia as drogas (Multidrug Resistence, MDR). O
sistema MDR baseia-se na existéncia de mecanismos de efluxo ativo mediados
por proteinas transportadoras especificas. Essas proteinas tém ligacdo com a
barreira de entrada ou com o sistema de efluxo celular desses compostos, atraves
da membrana plasmatica (Jenkinson, 1996). Sdo conhecidas cinco familias de
proteinas MDR e a maioria parece ter os cations anfipaticos como substratos
preferidos. Os componentes da familia SMS exportam apenas cations
anfipéticos, os das familias RND e ABC possuem uma ampla especificidade,
mas também possuem 0s cétions anfipéticos como substratos preferidos. O
mesmo é observado para as familias MFS e MATE (Lewis, 2001).

No meio ambiente, as células das leveduras sofrem a acdo de drogas

como os fungicidas. Em atividades humanas como a fermentacdo, o0s
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microrganismos presentes no caldo da cana, nos equipamentos e no ar sdo
continuamente trazidos aos procedimentos técnicos tornando necessario o uso de
antibidticos para controle da microbiota. Portanto, as linhagens industriais
selvagens de leveduras que provavelmente sdo submetidas as pressdes seletivas
do meio foram usadas, neste trabalho, como organismos modelos para andlise da
presenca dos genes TUB2 e ICT1 envolvidos na defesa celular especificamente
contra o antifingico Benomyl®.

O comportamento de resisténcia da S. cerevisiae e da K. marxianus
guando expostas a0 Benomyl® foi anaisado através da correlacdo entre a
cinética de crescimento e as PCRs do DNA total das leveduras, feitas com
primers especificos para os genes TUB2 e ICT1. Essa correlagdo indicou o
possivel envolvimento de varios genes pertencentes as diversas rotas
metabdlicas ligadas a defesa celular contra o acimulo de substancias toxicas.

MATERIAISE METODOS

Linhagens e meios de cultivo

Foram utilizadas as linhagens de colegdo K. marxianus CBS6556 e S
cerevisiae CG379, as linhagens de S. cerevisiae comerciais da Fleischmann Co.
(Fleischmann), da Itaiquara Ltda (Itaiquara) e da Lallemand Co. (CR-1, SA-1 e
BG-1) e as linhagens selvagens provenientes da Destilaria Japungu
Agroindustrial Ltda (IA1238, MF17-1, MF18, MF19-1, MF68-1, MF181 e
MF185). A linhagem bacteriana E. coli XL1-BLUE foi utilizada nos
experimentos de manipulagdo plasmidial. Os meios ricos utilizados para o
cultivo das células de bactéria e de leveduras foram o LB e o YPD,

respectivamente.

Amplificacdo dosgenes TUB2eICT1

Foram coletadas as sequéncias do gene TUB2 de diferentes fungos na base de

dados GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Essas sequéncias foram
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editadas através do programa de computacdo EditSeq (DNASar Inc., USA) e
submetidas a uma andlise das homologias de DNA e das proteinas através do
programa Megaling (DNASar Inc., USA). Os primers especificos para as
regides 5' e 3' da sequéncia codificadora do gene foram desenhados com 0 uso
do programa Primer Select (DNASar Inc., USA) a partir das seqUéncias
consenso para as regides 5' e 3' do gene. As condigbes de amplificacdo pela
Polymerase Chain Reaction (PCR) para o gene TUB2 foram 25 ciclos de 1
minuto a 94°C, 2 minutos a 50°C e 3 minutos a 72°C, com 15 minutos a 72°C
como extensao final.

A seguéncia de nucleotideos do gene ICT1 de S cerevisiae foi coletada
no Saccharomyces Genenome Database (SGD) e os primers para amplificacdo
foram desenhados segundo a ferramenta Primer design do proprio banco de
dados acima citado. As condi¢cdes de amplificagdo do gene ICT1 foram as
mesmas acima, apenas diminuindo a temperatura de anelamento para 45°C. Os
produtos de amplificacdo foram visualizados em transiluminador UV apés

eletroforese em gel de agarose 0,8% (m/v) e coloragdo com brometo de etideo.

Ensaios biol 6gicos de resisténcia ao Benomyl®

As células de levedura foram cultivadas em meio YPD liquido por uma
noite a 30°C sob agitacdo constante. A concentracdo celular foi determinada por
contagem microscopica em camara de Neubaer, a suspensdo celular foi diluida
para 2 x 10° célulassml e semeada em placas de meio YPD contendo diferentes
concentracfes de Benomyl®. A fracéo de células sobreviventes foi avaliada pelo
numero de coldnias em cada concentracéo dividido pelo nimero de coldnias nas
placas controle (sem BenomyI®).

As curvas de crescimento das diferentes linhagens de levedura foram
cultivadas em meio Y PD na presenca de Benomyl a40 ug/ml durante umanoite.
Posteriormente, essa cultura foi diluida para densidade 6ptica (600 nm) entre 0,1
e 0,3 em novo meio YPD contendo o fungicida na concentracdo acima descrita.

As amostras foram tomadas a cada duas horas durante o intervalo total de oito
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horas e avaliadas para a variacdo da densidade 6ptica (600 nm) das culturas no
espectrofotébmetro .

Clonagem por complementacéo da resisténcia ao Benomyl de S. cerevisiae

A biblioteca de K. marxianus utilizada, constitui-se de fragmentos
genémicos de 3 a 4 kilobases clonados no plasmideo epissomal de S cerevisiae
YEp351. Essa biblioteca foi mantida na bactéria XL1-BLUE a partir da
transformacao bacteriana pela técnica de CaCl, e selecdo em placas LB contendo
ampicilina 100 pg/ml (Sambrook et al., 1989). As células transformantes foram
coletadas em conjunto e cultivada em meio liquido LB + amp e o DNA
plasmidia foi extraido segundo a metodologia de lise alcalina (Sambrook et al.,
1989). A preparacéo plasmidial foi, entdo, utilizada para transformar células da
levedura S. cerevisiae CG379, utilizando-se o procedimento de acetato de litio
(Johnston, 1998). As colonias transformantes foram semeadas em meio contendo
Benomyl na concentragdo de 40 pg/ml.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

Os resultados das curvas de sobrevivéncia das linhagens CG379 da S
cerevisae e CBS6556 da K. marxianus mostrados na Figura 4 sugeriram uma
maior resisténcia da K. marxianus ao Benomyl® quando comparada a linhagem
CG379 de S cerevisiae (Lacerda & Morais, 1999). A concentracdo de 40 pg/ml
do composto foi adotada nos ensaios de resisténcia celular e como critério de
selecd0 nos experimentos de clonagem, apds a constatacdo da sensibilidade da K.
marxianus (niveis de sobrevivénciainferior a 10%) e resisténciada S cerevisiae a
essa dosagem. A sensibilidade celular pode ser revertida quando as células
tratadas sdo lavadas em &gua destilada e estéril na auséncia do fungicida, em trés
repeticdes. 1sso significa que o efeito citotdxico do Benomyl® é reversivel quando
ele é removido do meio (dados ndo mostrados). Essa caracteristica tem grande
importancia na aplicacéo do Benomyl® como fungicida sistémico, ja que pode
ser lixiviado do ambiente tanto por acdo pluviométrica como por processos de
irrigagao.
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Figura 4. Curva de sobrevivéncia das linhagens S. cerevisiae CG379 (@) e K.
marxianus CBS6556 (M) a diferentes concentragfes do Benomyl®.

O resultado apresentado pelas curvas de sobrevivéncia pode ter ligagdo
tanto com diferencas estruturais das moléculas de B-tubulina quanto com os
mecanismos de resisténcia as drogas apresentado pelas células. Para testar o
possivel envolvimento com a molécula de B-tubulina foram feitas amplificactes
com os primers TUB2. As bandas obtidas foram especificas para o DNA da S.
cerevisae CG379. Porém, as amplificagbes com a K. marxianus CBS6556 foram
inespecificas indicando uma baixa homologia entre os genes TUB2 das duas
leveduras (Figura 5). Pode-se, portanto, inferir que existem diferencas nas
sequéncias de nucleotideos entre os dois genes, pelo menos nas regides de

anelamento dos primers.

Figura 5. Amplificagdo do gene TUB2 a partir do
DNA total das linhagens de S cerevisiae CG379
(linha 1) e K. marxianus CBS6556 (linha 2). Marcador
de peso molecular AHindlIllI.
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Para a verificagdo da possivel resisténcia monogénica envolvendo o gene
TUB2 foram feitas transformagbes da CG379 com o banco genémico da K.
marxianus clonado no plasmidio YEp351. As céulas transformantes foram
semeadas em placas seletivas para o fungicida e para a marca auxotréfica do
amino&cido leucina, como controle da eficiéncia de transformagdo. Apesar dos
vérios experimentos de transformacéo terem sido feitos com a eficiéncia esperada,
nenhuma col6nia resistente foi observada nas placas com meio seletivo contendo
Benomyl (dados ndo mostrados). O resultado indicou que provavelmente a
resisténcia ndo deve ser monogénica e pode estar envolvida com a atividade do
sistema MDR nalevedura K. marxianus.

As andlises da atuacdo do sistema MDR nas leveduras K. marxianus e S.
cerevisiae foram feitas através das amplificacdes do gene ICT1 que codifica para
uma possivel esterase com agdo sobre compostos arométicos (DeRis et al.,
2000). A superexpressdo do gene estd ligada a resisténcia ao Benomyl
(Launhardt et a., 1998). As reactes de amplificagcdo com o DNA da CBS6556
serviram para comprovar a presenca do gene ICT1 e, consequentemente, desse
componente do sistema MDR. As amplificacOes das diferentes linhagens de S
cerevisae geraram um fragmento de 1000 pares de base correspondente ao
tamanho esperado do gene. Entretanto, a amplificagcdo do DNA da K. marxianus
gerou um fragmento maior, com aproximadamente 2000 pares de bases, além de
um fragmento de 1000 pares de bases e outro de tamanho intermediério (Figura
6). O resultado demonstra uma possivel variagdo do tamanho do gene homadlogo
ICT1 em K. marxianus, evidenciando uma provével diferenca na estrutura e
funcdo da proteina codificada nessa levedura
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Figura 6. Amplificacdo do gene ICT1 a partir do DNA total
de S cerevisiae Itaiquara (linha 2), Fleischmann (linha 3),
IA1238 (linha 4), CG379 (linha 5) e K. marxianus CBS6556

(linha 6). Marcador de peso molecular AHindll1.
, i , S. Em

No seu hé
procedimentos como a producdo de dcool combustivel que se constitui em uma
fermentacdo alcodlica aberta, ndo controlada, verificase uma substituicdo
gradativa do inoculo puro inicial submetidos aos antibiéticos, por linhagens
selvagens que tendem a ser mais adaptadas a producéo de etanol (Wheals et al.,
1999). Uma das explicagOes sugeridas para o fato reside na adaptabilidade das
diversas linhagens a continua exposicdo aos diferentes tipos de estresse
ambiental. Dentre eles, estéo a utilizagdo de compostos anti-microbianos tanto
no ambiente como no controle do processo fermentativo. 1sso pode levar a
instalagdo de leveduras mais resistentes ao longo do processo. O DNA total das
diferentes linhagens de S. cerevisiae de laboratério e isolados selvagens
industriais foram testadas quanto a amplificacdo dos genes ICT1 e TUB2
(Figuras 7e 8).

11 34 567 8 310N 12

Figura 7. Amplificaco do gene ICT1 a partir do DNA total das linhagens de
S cerevisiae CR-1 (linha 2), SA-1 (linha 3), BG-1 (linha4), MF68(1) (linha5),
MF18 (linha 6), 1A1238 (linha 7), CG379 (linha 8), MF19(1) (linha 9),
MF17(1) (linha 10), MF185 (linha 11) e MF181 (linha 12). Marcador de peso
molecular AHindIlI

9 1001

Figura 8. Amplificagdo do gene TUB2 a partir do DNA total das linhagens 9
de S cerevisiae CR-1 (linha 2), SA-1 (linha 3), BG-1 (linha 4), MF68(1)
(linha 5), MF18 (linha 6), 1A1238 (linha 7), MF17(1) (linha 8), MF181
(linha 9), MF185 (linha 10) e MF19(1) (linha 11). Marcador de peso
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Os resultados demonstraram que os DNA das linhagens de S. cerevisiae
MF68-1, MF18, 1A1238 e MF17-1 ndo amplificaram para o gene TUB2, mas
produziram o fragmento esperado para o gene ICTL1. Por outro lado, o DNA da
linhagem MF19-1 ndo amplificou para o gene ICT1, porém produziu o
fragmento correspondente a0 gene TUB2. Finadmente, o DNA da linhagem
MF181 ndo amplificou para nenhum dos dois genes testados. Essa linhagem foi
isolada do processo fermentativo como uma S. cerevisiae, entretanto os dados
cariotipicos demonstraram, apenas, a presenca de trés cromossomos (L ucena,
2002). Juntos, os dados comprometem a sua classificagdo como pertencente ao
género Saccharomyces. O polimorfismo encontrado na amplificacdo dos genes
esta resumido na Tabela 2 e foi testado para a correlagdo fenotipica em relacéo a

resisténcia celular ao Benomyl®.

Tabela 2. Resultados da amplificagdo génica a partir do DNA total das diferentes
linhagens de levedura testadas para o crescimento celular na presenca do fungicida
Benomyl®.

Linhagens Gene
TUB2 ICT1

CBS6556 - +
CG379 + +
CR-1 + +
SA-1 + +
BG-1 + +
I1A1238 - +
MF17-1 - +
MF18 - +
MF19-1 + -
MF68-1 - +
MF181 - -
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Linhagens Gene
MF185 + +

(-) auséncia de amplificagéo; (+) presenca de amplificagdo

A linhagem da K. marxianus CBS6556 e as fermentativas de S
cerevisiae, cujos DNA amplificaram para os primers ICT1 e TUB2, foram
cultivadas na presenca do Benomyl® nas concentragcoes de 0, 2, 10 e 40 ug/ml e
apresentaram suas curvas de crescimento estabelecidas. Os resultados
demonstraram que diferengcas significativas em termos de diminuicdo do
crescimento celular foram observadas para a concentracdo de 40ug/ml (Figura

9).
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0 2 4 6 8
Tempo (h)

Figura 9. Curvas de crescimento das diferentes linhagens de leveduras
cultivadas em meio Y PD na presenca do Benomyl® a 40 pg/ml.

A linhagem CG379 foi sensivel a presenca do fungicida, enquanto que a
CBS6556 apresentou-se resistente como demostrado anteriormente (Figura 4). A
linhagem SA-1 mostrou uma cinética de crescimento semelhante a da CBS6556

e amplificou para os dois genes. Isso indica que os alelos do gene TUB2
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presentes nas duas leveduras ndo devem ser responsaveis pelo mecanismo de
resisténcia.

As linhagens 1A1238, BG-1 e CR-1 apresentaram semelhante resisténcia
ao Benomyl®, durante o crescimento celular, quando comparadas entre si e com
a CBS6556, entretanto mostraram-se sensiveis a presenca do fungicida durante a
fase estaciondria (Figura 10). A auséncia de amplificacdo do gene TUB2 na
|A1238, juntamente com a amplificacdo desse gene nas linhagens BG-1 e CR-1
(Tabela 2), reforcam a hipétese de que os alelos envolvidos ndo sdo responsavels
pelaresisténcia ao fungicida.
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1A —m CBS6556
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—e—CR-1
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[EnY
Ll

o1+

Tempo (h)

Figura 10. Curvas de crescimento das diferentes linhagens de
leveduras cultivadas em meio YPD na presenca do Benomyl® a

40 ug/ml, conforme descrito na Figura 9.

As linhagens MF17-1, MF18, MF19-1, MF68-1 e MF185 apresentaram
comportamento de crescimento similar ao da SA-1 e ao da CBS6556 (Figura
10). Dessas, apenas a MF19-1 ndo amplificou para o gene ICT1. Nesse grupo de
linhagens a MF19-1 e a MF185 amplificaram o gene TUB2 (Tabela 2). A
auséncia de envolvimento na resisténcia a0 Benomyl® pelos alelos TUB2
presentes nas diferentes linhagens fica bem evidenciada pel os resultados. A fata
de amplificacdo do gene ICT1 pela MF19-1 demonstra que a auséncia do alelo

ndo interfere na suaresisténcia celular.
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A MF181 (Figura 9) apresentou um comportamento de crescimento na
presenca do Benomyl semelhante ao observado para a IA1238, BG-1 e CR-1
(Figura 10). Essa linhagem ndo amplificou para os dois genes considerados
(Tabela 2). Mais uma vez ndo se observa relacdo entre a presenca ou auséncia
dos alelos analisados e aresposta de resisténcia celular ao Benomyl®.

A similaridade entre a cinética de crescimento em contradicdo aos
diferentes tipos de genes amplificados indica que os mecanismos de resisténcia
podem ser diferentes para linhagens da mesma espécie e entre espécies
diferentes. Aslinhagens BG-1, CR-1, IA1238 e MF181 apresentaram resisténcia
inicial a0 Benomyl® e sofreram decréscimo na cinética de crescimento na fase
estacionaria quando comparadas a CBS6556 (Figura 10). Tanto a BG-1 quanto a
CR-1 amplificaram para os dois genes, ao contr&rio da MF181(Tabela 2). A
resisténcia da MF181 pode ter ligagdo com mutagbes no gene TUB2 que
conferem resisténcia ao Benomyl®. A seguéncia correspondente ao gene ICT1
pode ser de baixa homologia com o seu alelo nalinhagem MF181.

O resultado pode estar envolvido com a prépria sensibilidade celular na
fase estacionaria, portanto, independente dos efeitos do fungicida. Para testar
essa hipétese, as células das linhagens foram cultivadas na auséncia do Benomy!
da mesma forma como descrito para os experimentos da Figura 9. Os resultados
demonstraram que as quatro linhagens celulares, sofreram uma perda de
viabilidade celular durante a fase estacionaria em comparagdo a MF17-1,
comprovando que a sensibilidade observada tem relacdo com a propria fisiologia

das cdlulas (Figura1l).
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Fatores de transcricéo especificos tornam a célula resistente ao estresse
guimico e nutriciona de maneira diferente do sistema de efluxo de drogas.
Genes como o ICT1 sdo superexpressos na presenca de altas concentragoes
intracelulares do Benomyl e as proteinas produzidas atuam reduzindo a
acumulacdo do composto. Enzimas envolvidas na sintese de lipidios e no
metabolismo da parede celular também pode modificar 0 acesso de drogas para a

membrana plasmatica (DeRisi et al., 2000).

CONCLUSOES

Os mecanismos de resisténcia as drogas podem ser diferentes entre
linhagens da mesma espécie e entre espécies diferentes.

A sensibilidade das linhagens de S. cerevisiae 1A1238, BG-1, CR-1 e
MF181 ao Benomyl®, na fase estacionaria de crescimento, esta relacionada com
afisiologia dasleveduras.

A linhagem de S cerevisiae MF181 ndo amplificou para os dois genes
testados e sua resisténcia pode ter ligagdo com mutacdes ou sequiéncias de baixa
homologia.

A corrdlacdo entre o perfil de amplificacdo génica e a cinética de
crescimento, demonstrou que a presenca dos aelos TUB2 e ICT1 néo é essencial
para a defesa celular contra o acimulo do Benomyl®, nas linhagens analisadas.

Portanto, ficou constatado que apesar do gene TUB2 ser conservado nas
leveduras (Richards, 2000) e do sistema MDR estar presente nas diversas
classificagBes dos organismos, a resisténcia as drogas pode estar envolvida aum
mecanismo regulatrio com véarios genes diferencialmente expressos de acordo

com a bagagem genética de cada linhagem.
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