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Secao 111 - Genética e

Melhoramento

Analise do Fator de Transcricao PacC e Condicdes de pH
Ambiente em Mycosphaerella fijiensis

Casley Borges de Queiroz
Gilvan Ferreira da Silva
Nelcimar Reis Sousa
Luadir Gasparotto
Rogério E. Hanada

Resumo

Alguns fitopatégenos podem dinamicamente alterar o pH local para adaptar o ambiente
ao seu arsenal enzimatico. A amplitude na mudanca de pH depende da forca de
tamponamento do tecido da planta, de forma que o patégeno produzira diferentes efeitos
em diferentes tecidos. Além disso, muitos patégenos aumentam sua viruléncia pela
modulacao do pH do hospedeiro. Esse mecanismo asseguraria que genes, que codificam
enzimas exportadas, sejam expressos e seus produtos, secretados em condicdes 6timas
de pH para o seu funcionamento. Por esse motivo, o presente trabalho teve como
objetivo caracterizar o fator de transcricao PacC e a influéncia do pH no crescimento de
Mycosphaerella fijiensis, agente causal da sigatoka-negra em bananeira. O promotor do
gene pacCMf apresenta nove possiveis sitios de reconhecimento 5'-GCCARG-3' para o
fator de transcricao PacC indicando que a transcricdao desse gene pode ser autoinduzida
em condicdes de crescimento alcalino. A proteina deduzida — PacCMf é altamente
conservada na regidao dedo de zinco. Os motivos YPXL/I de ligacdo a PalA foram
localizados na regiao C-terminal. Andlises do crescimento de M. fijiensis em pH 3.0, 5.0,
7.0 e 9.0 revelaram a habilidade desse patégeno em alterar o pH durante o cultivo para
valores entre 7.9 e 8.9, independente do pH inicial, com taxa de crescimento maior em
pH 3.0.

Termos para indexacdo: Mycosphaerella fijiensis, pacC, transducao de sinal por pH,
viruléncia, sigatoka-negra.
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Introducéo

A sigatoka-negra é uma doenca
foliar da bananeira causada pelo fungo
Mycosphaerella fijiensis Morelet. E a
doenca mais destrutiva dessa cultura e,
nas regidoes onde ocorre, devido a maior
agressividade de seu agente etioldgico e
também em decorréncia da alta gama de
cultivares de bananeira suscetiveis,
supera rapida e muito eficientemente a
sigatoka-amarela. O ataque resulta na
producao de frutos pouco desenvolvidos
e impréprios para comercializacdao ou
pode até causar a morte das plantas em
virtude da reducao da capacidade
fotossintética (GASPAROTTO et al.,
2006).

No Brasil, M. fijiensis foi detectada
inicialmente no Amazonas em 1998, no
Municipio de Tabatinga, fronteira do
Brasil com a Colémbia e o Peru. Desde
entdo, o fungo se alastrou rapidamente
por todos os municipios do estado e tem
se expandido rapidamente pelo Pais. A
alta capacidade destrutiva do patdégeno
faz com que a doenca adquira grande
importancia econdmica e social
(GASPAROTTO et al., 2006).

Estudo das condicdes fisioldgicas
possivelmente relacionadas a patogenici-
dade é fundamental para o desenvolvi-
mento de ferramentas de controle da
doenca, e as condicdes de pH sdo um
desses componentes, haja vista que os
microrganismos possuem a capacidade
de adaptar-se ao pH do ambiente. Um dos
aspectos dessa adaptacado, particular-
mente importante para 0s organismos
que crescem sob ampla variacao de pH, é
a capacidade de expressao génica ade-
quada a cada pH (ARST e PENALVA,
2003; PENALVA e ARST, 2004).

Entre os genes regulados por pH
ambiental, encontram-se aqueles que
codificam para enzimas secretadas,
permeases e reguladores da expressao de
genes que codificam enzimas intracelu-
lares ligadas a sintese de produtos, que
sao exportados como toxinas, antibié-
ticos, assim como enzimas ligadas a pro-
ducao de compostos capazes de modificar
o pH. Nos dultimos anos, tém surgido
evidéncias de que a regulacao de genes
envolvidos na modificacdo pés-traducio-
nal das enzimas destinadas a secrecao
também é regulada em resposta ao pH
(NOZAWA et al., 2003).

A proteina PacC reconhece o cis-
elemento 5'-GCCAAG-3'. A substituicao
de bases resultou em substancial ou com-
pleta perda de ligacdo, exceto a adenina 5
(trocado por G). Um T precedente ao
hexanucleotideo aumentou a ligacdao da
proteina (ESPESO et al., 1997).

A existéncia de uma cascata de
sinalizacao, responsavel pela regulacao
em resposta ao pH, tem sido amplamente
demonstrada na maioria dos fungos
filamentosos, bem como em leveduras
(PENALVA e ARST, 2004). O fungo A.
nidulans tem sido usado como organismo
modelo para o estudo dessa cascata, e 0
papel funcional de cada um dos genes
responsdaveis pela sinalizacdo tem sido
exaustivamente analisado. Esses sinais
permitem a ativacdo de genes, que
respondem ao pH alcalino, bem como a
repressdao de genes expressos em pH
4cido de acordo com o meio (PENALVA e
ARST, 2004).

O sistema de sinalizacdo é codifi-
cado por seis genes: palA, palB, palC,
palF, palH e pall, os dois ultimos codificam
proteinas transmembrana capazes de
detectar o pH externo. Os produtos dos
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genes palC e palF ainda ndo possuem
papel claro na cascata de sinalizacdo. A
transducao de sinal mediada por pH
culmina na clivagem do fator de
transcricao PacC para sua forma ativa, e,
para que tal fato ocorra, a proteina PalA
liga-se a dois motivos YPXL/I localizados
em cada lado da regiao de sinalizacao da
protease. Adicionalmente, PalA interage
com Vps32/Snf7 e recruta a proteina
PalB, que é uma cisteina protease
(CADDICK et al., 1986; VINCENT et al.,
2003; ARST e PENALVA 2003; TILBURN
etal., 2005).

Desse modo, o presente trabalho
teve como objetivo caracterizar o fator de
transcricao PacC e a influéncia do pH no
crescimento de M. fijiensis Morelet,
agente causal da sigatoka-negra.

Material e Métodos

Isolados e condicées de
crescimento

Os experimentos foram conduzidos
na Embrapa Amazoénia Ocidental. Para as
analises, foram utilizados dois isolados
das fases sexuada e assexuada de M.
fijiensis obtidos de folhas de bananeira
com sintomas da doenca. Os isolados
foram mantidos em meio BDA a 27 °C.
Para obtencdo de massa micelial, os
isolados foram macerados e distribuidos
em erlenmyers de 125 mL, cada um
contendo 50 mL de meio de Potato
Dextrose Broth enriquecido (250 g de
batata, 2 g de peptona, 1,5 g de caseina,
2 g de extrato de levedura e 10 g de
glicose). Ap6s 7 dias em crescimento, os
micélios foram recuperados por filtracao
e lavados com agua autoclavada. Para se
conseguir peso estavel, o micélio foi
pressionado entre papel toalha e papel
filtro em placa de petri, para retirada da

umidade. Obteve-se peso total de
micélios e dividiu-se em 16 porcdes como
peso inicial. Cada porcao foi distribuida
em erlenmyer de 125 mL, cada um
contendo meio de Potato Dextrose Broth
em pH 3.0, 5.0, 7.0 e 9.0, com 4
repeticoes de cada pH.

Todos os erlenmyers foram
mantidos em mesa agitadora a 120 rpm
durante 15 dias. Os micélios foram
pesados novamente pelo mesmo método
descrito acima, obtendo-se, assim, um
peso final.

Analise de PacC em M. fijiensis

A sequéncia do gene que codifica
PacC foi obtida no banco de dados do
projeto sequenciamento de M. fijjiensis
(sitio http://genome.jgi-psf.org/Mycfi1/
Mycfil.home.html), por meio da ferra-
menta blastp utilizando PacC de
Aspergillus nidulans (Tabela 1).

As ferramentas de blast (tblastx e
tblastp) foram usadas para analisar a
presenca de genes homoélogos a PacC em
outros fungos. As sequéncias obtidas
foram alinhadas utilizando o programa
Clustal W 2.0 (LARKIN et al, 2007). As
inferéncias filogenéticas foram obtidas
usando o programa MEGA 4.0 (KUMAR et
al., 2007).

Analise da regiao promotora do
gene pacCMf

Para analisar a regidao promotora de
pacCMf, foi utilizado o software DNAman
para identificacdo do cis-elemento 5'-
GCCAAG-3'.
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Tabela 1. Organismos utilizados na andlise filogenética.

Organismo

Aspergillus oryzae
Aspergillus niger
Aspergillus parasiticus
Aspergillus flavus
Pyrenophora tritici-repentis
Botryotinia fuckeliana
Aspergillus clavatus
Ajellomyces capsulatus
Aspergillus fumigatus
Trichophyton rubrum
Sclerotinia sclerotiorum
Neosartorya fischeri
Coccidioides immitis
Exophiala dermatitidis
Hypocrea lixii
Paracoccidioides brasiliensis
Yarrowia lipolytica

Casley Borges de Queiroz et al.

Nuimero de Acesso

BAB20756
Q00203
Q96UWO
EED55786

XP 001930424
AAV54519

XP 001271195
XP_ 001538988
XP 754424
Q9C1A4

XP_ 001591909
XP 001263266
XP_ 001244284
ACB12920
ABK60115
Q8J257

XP 500847

Resultados e Discussao

Identificacdo do gene que codifica PacC em M. fijiensis

A sequéncia do gene PacC de M. fijiensis foi localizada no banco de dados JGI (V.
fijiensis v1.0) com auxilio da ferramenta blastp. Umaregidao de 2.669 pares de bases (pb)
apresentando 4 intros de tamanho variavel (49 a 73pb) com uma ORF (Open Reading

Frame) de 1923 pb (Figura 1).
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Figura 1. Esquema representando a sequéncia do gene PacC de M. fijiensis localizado no JGI, os exons sao
apresentados em linhas grossas; os introns, em linhas finas com os tamanhos indicados na parte inferior.
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Andlise da regido promotora do
gene PacCMf

Foram analisados 1.000 pares de
bases da regidao promotora de PacC de V.
fijiensis para a presenca do cis-elemento
(5'-GCCARG-3"). Foram localizados nove
sitios de reconhecimento para o fator

PacC, cujas posicOes estao listadas na
(Tabela 2). O fator de transcricao PacC
liga-se aos cis-elementos para ativacao da
transcricao em condicoes de pH alcalino
(ESPESO et al., 1997). Esses dados
indicam que PacCMf sofre autorregulacao
transcricional.

Tabela 2. Anélise da regidao promotora de PacC de M. fijiensis indicando as posi¢coes de cada sitio

de consensos para o fator PacC .
Posicoes

-1pb
-50pb
-65pb

-368pb
-449pb
-469pb
-706pb
-961pb
-967pb

Caracterizacao de PacC em M.
fifiensis

A proteina deduzida PacCMf
revelou que os motivos de reconheci-
mento proteina-proteina YPXL/l de

Consensos

CCCTCTGGAGATCCATCACGCCAAGAATG
ACGTCTTGGCAGCAGCGCAGCCAGGCTCAGCCAG
CAACAAGACAGCTTCACGTCTTGGCAGCAGCGCA
GAAGGCAGTGAGGCAGGCGCTTGGCACAGTTGGC
TTGGCAGCAGGGATGGCGGCTTGGCAGCGCTCTC
CTCCGAAGTCAGCTTGATTCTTGGCAGCAGGGAT
GGGGTGTGGTTTAGAGGGTCTTGGCATTCATTAT
CATTTCCGTGCGTCTTGGCTCTTGGCATGTTGCAT
ATCTT CATTTCCGTGCGTCTTGGCCTTGGCATG

interacao com PalA estdo localizados na
regidao C-terminal da proteina PacC entre
os aminoéacidos 440 e 633, em M. fijiensis
cuja sequéncia ¢é YPSL (Figura 2).
Mutacoes em qualquer um dos dois sitios
YPXL/l impedem o processamento de
PacC (DIEZ et al., 2002).

440

361 GGHQYRSSNS PPNFQNNLNQ | GGMGGVGAMS SSSGMQGMTQ SASALDTPAL TPASVSSYNS
421 SSHSPMSSHS RASFGSAHMY PSLPAVTGMS  DLGAGYPTTT  SAPASGLASG FEGLDGRRYS
481 GGRLQRQAPS ASSEQQDTEM GDAEDGSRTP  KASDAKRPKS  KGNSSIDPAL RGENEGSDSA
541 STPAAQSEGA EDKQQEQWVE NIRLIEALRK WVGERLKNGE ~YDNAEASKSD DAKDGADVEM
601 KNPVDPSNAV EEKLKSALEG EKEKASASGD  AKYPSLPIAA

|

633

Figura 2. Motivos de reconhecimento YPSL para interacdo com PalA, localizados na regido C-terminal da

proteina PacCMf entre os aminoacidos 440 e 633.

45



46

Casley Borges de Queiroz et al.

O alinhamento de PacC mostrou
que a regidao dedo de zinco mantém-se
extremamente conservada em todos os
organismos utilizados que contém
PacC/Rim101 (Figura 3). O aminoacido
triptofano (W), localizado entre duas
cisteinas entre o primeiro e o segundo
dedo de zinco, é considerado um fator
critico na estrutura e funcao de PacC. No
terceiro dedo de zinco, a glicina (Q)
envolvida no contato com o DNA e as
duas lisinas (K) que precedem a histidina

2

(H) estdo relacionadas a localizacao
nuclear e estao também conservadas em
todos os organismos (FERNANDEZ-
MARTINEZ et al., 2003).0 fato de a
regiao dedo de zinco estar altamente
conservada em todos o0s organismos
analisados é um indicativo de que essa
sequéncia é importante para sobrevivén-
cia desses organismos, tanto que se
mantém conservada durante a evolucao.
Esse achado também é um indicio de que
PacC em M. fijiensis pode ser funcional.

2
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Figura 3. Alinhamento de PacC de M. fijiensis com as proteinas homdélogas em outros fungos. As cisteinas do
dedo de zinco e as histidinas estdo destacadas em colunas. Os organismos e o numero de acesso das

proteinas estao listados na Tabela 1.
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A andlise filogenética apresentada
na Figura 4 mostra que o fator de
transcricdao de Yarrowia lipolytica
Rim101, que é o homélogo de PacC em
leveduras, esta enraizando o cladograma,
0 que estd de acordo com o esperado do
ponto de vista evolutivo. A analise revela
também o agrupamento de todos os
ascomicetos pertencentes ao género
Aspergillus utilizados na analise, exceto
Neosartorya fischeri, que estd mais
proximamente relacionada com A.

fumigatus; por outro lado ambos perten-
cem a mesma familia (Trichocomaceae)
(Figura 4A). Os organismos pertencentes
a ordem Onygenales, da qual faz parte o
ascomiceto Trichophyton rubrum, que é
um importante agente de dermatofitoses
capaz de parasitar tecidos como pele e
unha, mostram-se agrupados no mesmo
ramo (Figura 4B). M. fijiensis estd mais
relacionado a M. graminicola, agente
causal da septoriose no trigo (Figura 4C).

76r A onzae
100 1 4 fisvus
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100 A niger

100

L— A clavatus
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100 L 0 fischer

— A capsulatus
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42
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H Il
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Figura 4. Andlise filogenética do fator de transcricdo PacC/Rim101 de M. fijiensis usando o programa MEGA
4.0 pelo método Neighbor-Joining (NJ) com bootstrap de 1.000 réplicas. Os organismos utilizados e o
numero de acesso estao localizados na Tabela 1.
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Influéncia do pH no crescimento
de M. fijiensis

Para determinar a taxa de
crescimento em relacao ao pH, dois
isolados de M. fijiensis, um sexuado e
outro assexuado, foram crescidos em
meio BD em pH 3.0, 5.0, 7.0, e 9.0. A
avaliacao do crescimento foi feita por
meio do peso seco ap6s 15 dias de
incubacao, os resultados sdao mostrados
na Figura 5. A taxa de crescimento de V.
fijiensis foi maior no meio ajustado inicial-

mente com o pH 3,0, e quanto maior o pH,
menor o crescimento, tanto no isolado
sexuado quanto no assexuado, com uma
leve diferenca a partir do pH 5,0. Contu-
do, independentemente do pH inicial, M.
fifiensis tem a habilidade de alterar pH do
meio, durante o cultivo, para valores entre
7,96 e 8,90 (Tabela 3). Os fungos alteram
o pH ambiente como estratégia para
garantir que enzimas extracelulares sejam
secre-tadas somente em valores de pH
onde possam ter uma atividade eficaz
(PENALVA et al., 2008).

25 1 —— |solado Sexuado y=-0.43x+2.32
= m=mA= =|solado Assexuado y=-0.32x +1.97
5 2
2
3
' 1,5 A
o
©
8 1
()
(7]
o
3
o 0,5
0

pH

Figura 5. Gréafico da taxa de crescimento em relacéo a variacdo de pH.

Tabela 3. Média dos pHs, antes e depois do crescimento dos isolados de M.fijjiensis, e taxa de

crescimento.

pH inicial pH final
3.0 8,44
5,0 7,96
7.0 8,22

9,0 8,90

Média de crescimento (g)

1,83
0,88
0,73
0,41
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Conclusoes

A presenca dos nove consensos
5'GCCARG no gene pacCMf sugere
autorregulacao transcricional.

A andlise da proteina deduzida, bem
como os dedos de zinco altamente
conservados, e o motivo YPSL na
proteina PacC em M. fijiensis indicam que
esse fator de transcricao esta potencial-
mente ativo nesse fitopatdgeno.

As alteracbes do pH durante o
crescimento indicam que M. fijiensis pos-
sui habilidade de alterar as condicdes de
pH do ambiente para adequar o seu arse-
nal enzimatico a melhor condicdo de
atividade.
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