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Resumen






La piriculariosis del arroz, causada por el hongo Magnaporthe oryzae, es la enfermedad que
mas pérdidas genera devastando miles de hectareas de cultivo anualmente. Los tratamientos
antifungicos frente a esta enfermedad suelen ser de poca utilidad y se vuelven ineficaces en
poco tiempo debido a la alta tasa de variaciéon del hongo. Ademds, dentro del contexto
legislativo actual a nivel europeo, se estd restringiendo cada vez mas la utilizacion de
compuestos antifungicos de amplio espectro debido a los posibles dafios que pueden
ocasionar sobre el ecosistema y la salud humana. Una alternativa prometedora al uso de los
antifungicos convencionales son los péptidos antimicrobianos, y mas concretamente los
péptidos dirigidos capaces de bloquear un proceso esencial para la infeccién del patégeno. Un
paso fundamental en el proceso infectivo del hongo M. oryzae es la formacién del apresorio,
cuya finalidad es romper la superficie foliar y asi penetrar en el mesdfilo de la hoja. El
desarrollo de compuestos capaces de bloquear especificamente este proceso sin afectar al
ciclo vital del hongo constituiria una estrategia ventajosa en el control de la piriculariosis, a
priori no téxica para otros organismos incluido el ser humano. En este trabajo, hemos
abordado este objetivo mediante dos aproximaciones, el cribado de una biblioteca
combinatoria de péptidos y la modificacién de secuencias de AMPs naturales mediante disefio
racional. Gracias al conocimiento que se tiene sobre la secuencia y el modo de accién de los
péptidos antimicrobianos, hemos disefado una serie de péptidos capaces de controlar el
desarrollo de la piriculariosis mediante inhibicién especifica de la formacidn del apresorio en
M. oryzae, pero sin afectar a la viabilidad celular. Nuestros resultados indican que péptidos
pequefios, como el heptapéptido PAF104, son capaces de reprimir la expresion de los genes
MoMSB2 y MoMST11, implicados en la ruta de sefalizacion de la MAPK Pmk1 imprescindible
para la formacién del apresorio en M. oryzae. Ademds, demostramos un comportamiento
diferencial frente a distintas estructuras infectivas (i.e., apresorio, estructuras similares al
apresorio e hifopodios), lo que apoya la idea propuesta por otros investigadores de que los
mecanismos moleculares que regulan estas estructuras no son exactamente iguales. Mediante
microscopia confocal mostramos que el tratamiento del hongo con MgAPI16 da lugar a
apresorios aberrantes y no funcionales. En conclusién la principal aportaciéon de esta
investigacion es el disefio de una serie de péptidos sintéticos, los heptapéptidos disefiados de
novo PAF104, MgAPI24, MgAPI40 y MgAPI47, y el péptido MgAPI16 derivado del péptido
antimicrobiano natural CecA, capaces de controlar el desarrollo de la piriculariosis en arroz
mediante la inhibicién especifica de la formacién del apresorio. Este trabajo contribuye por
tanto al disefio de estrategias de control en proteccién vegetal basadas en péptidos dirigidos,

las cuales deberian ser sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.






Rice blast caused by the fungus Magnaporthe oryzae is the most devastating rice disease,
causing losses and ravaging thousands of hectares every year. Antifungal treatments are often
ineffective and become useless soon due to the high fungus variation rate. Furthermore,
within the current legislative framework at European level, it is increasingly restricting the use
of broad-spectrum antifungal compounds because of the potential damage that can cause to
the ecosystem and human health. One promising alternative to conventional antifungal
compounds are the use of antimicrobial peptides, and in particular the target-orientated
peptides able to block an essential infective process. A basic step on the development of rice
blast diseases is the formation of appressoria, necessary to break the leaf surface and
penetrate the mesophyll. To develop novel compounds able to block this process without
affecting the life cycle of the fungus could be a promising alternative to control rice blast
diseases, a priori no toxic to other organisms including humans. In this work, we board this
objective by performing two approaches, the screening of a peptide combinatorial library and
the rational design of natural known antimicrobial peptides. We have design a set of peptides
able to control the infection caused by M. oryzae by specific inhibition of appressorium
formation, but without a lytic effect. Our results show that small peptides, such as the
heptapeptide PAF104, represses the gene expression of MoMSB2 and MoMST11, involved in
the Pmkl MAPK pathway essential to M. oryzae appressorium formation. Moreover, the
designed peptides showed a differential effect on some infective structures (i.e., appressoria,
appressorium-like structures and hyphopodia), supporting that the molecular regulation of
these structures is different, an idea previously proposed by other researchers. By confocal
microscopy we showed that the appressoria treated with MgAPI16 present aberrant physical
and not functional structures. As a conclusion, the main contribution of this work is the design
of a set of synthetic peptides, de novo designed heptapeptides PAF104, MgAPI24, MgAPI40 y
MgAPI47 and the peptide MgAPI16 derived from the natural antimicrobial peptide Cecropin A,
which are able to control rice blast development through the specific inhibition of the
appressorium formation in M. oryzae. Therefore, this work contributes to the design of novel
strategies based in targeted-orientated peptides for plant protection, which should be

environmentally friendly.
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1. El arroz

El arroz (Oryza sativa) es una planta monocotiledénea perteneciente a la familia de las gramineas
(Poaceae). Es una planta herbacea con tallo cilindrico, nudoso y glabro. Presenta hojas planas,
envainadoras y con limbo lineal, mientras que su sistema radicular es fibroso y fasciculado. Las
flores son blanquecinas y su semilla, comestible, es uno de los alimentos mas importantes en el
mundo. Presenta un genoma diploide que se reparte en 12 cromosomas (2n=2x=24) teniendo un
tamafio aproximado de 430Mpb. Ademas de su importancia comercial como alimento, como se
describe en el aparatado 1.1, el arroz es utilizado como planta modelo en estudios de gendmica
funcional en cereales. Esto se debe a que su genoma, de tamaino relativamente pequeno en
comparacién a otras especies de cereales, fue el segundo en ser secuenciado dentro de las
plantas, tan solo por detras de Arabidopsis thaliana. Posee mapas genéticos y fisicos de alta
densidad, colecciones de germoplasma, mutantes, protocolos efectivos de transformacién y una
elevada sintenia con otras especies de gramineas (Goff et al 2002, Sallaud et al 2003, Tyagi et al

2004, Yu et al 2002).

Existen mas de 20 especies dentro del género Oryza (Figura 1), pero de ellas solo dos son
cultivadas: Oryza glaberrima que se cultiva principalmente en Africa y Oryza sativa que se

encuentra principalmente en Asia.

Figura 1 Diferentes variedades de arroz cultivadas en el mundo

Dentro de la especie Oryza sativa existen 3 subespecies:

e 0. sativa ssp. japonica: Es originaria de regiones templadas o subtropicales (Japdn, China,

etc). Es la subespecie mas tolerante a ligeras bajadas de temperatura. Las hojas son de un
color verde intenso y rectas, mientras que sus granos son mas redondeados. La subespecie

japonica es la mas cultivada y consumida en Europa.
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e 0. sativa ssp. indica: Es propia de zonas tropicales y subtropicales de Asia (India, Tailandia).

No resiste bien las bajas temperaturas. Sus hojas suelen ser largas e inclinadas de color verde

palido y los granos son largos y estrechos.

e Q. sativa ssp. javanica: Esta subespecie se cultiva en la isla de Java y otras islas de Indonesia.

Sus hojas son mas anchas que en la subespecie japdnica y los granos son largos, anchos y

aristados.

1.1 Importancia comercial y alimenticia del arroz.

El arroz es uno de los alimentos mas consumidos en el mundo. Es el segundo cereal mas cultivado,
después del trigo, y constituye la fuente mds importante de calorias y proteinas para el 50% de la
poblacién mundial. El cultivo del arroz estd muy centralizado en el continente asiatico, donde es
el alimento mas importante y debido a su clima favorable se puede llegar a conseguir de dos a
tres cosechas por afio. Segin la FAO la produccion mundial de arroz en 2014 fue de 744,7
millones de toneladas y se estima un ligero aumento durante este afo 2015
(http://www.fao.org/economic/est/publications/publicaciones-sobre-el-arroz/seguimiento-del-

mercado-del-arroz-sma/es/). De esos 744,7 millones, aproximadamente el 91% se produjeron en
Asia (674,4 millones de toneladas). El segundo productor después de Asia es Brasil con 12,4
millones de toneladas, mientras que en Europa se produjeron 4 millones de toneladas durante el

afo 2014.

A nivel de Europa, Espafia es el segundo productor solo superado por Italia. Es un cultivo
especialmente importante en la region oriental de la peninsula, donde se producen al afio unas

750.000 toneladas, de las cuales 240.000 son consumidas en nuestro pais.

Se estima que en el 2030 la demanda en el cultivo del arroz habra aumentado de un 20% a un
30% en todo el mundo. Sin embargo, debido a la limitacién de agua y de tierra cultivable, se hace
necesario un cambio en las estrategias de produccién, con el fin de incrementar el rendimiento,
asi como la obtencién de variedades con un valor nutricional mas elevado (Khush 2005, Wilson
and Talbot 2009). Los avances en el campo de la biologia molecular de plantas y la biotecnologia
han jugado un papel relevante en el desarrollo de estas estrategias. Un hito importante en la
biotecnologia del arroz es la obtencidn del arroz dorado o "Golden Rice", una variedad de arroz
transgénico que contiene 2 genes de la ruta de sintesis del licopeno [fitoenosintasa (psy) vy
fitoenodesaturasa (crt /) (www.goldenrice.org). Asi se consigue que la planta produzca B caroteno

(provitamina A), el cual es almacenado en el endospermo (Ye et al 2000). En el 2005 se cambio el

4-
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gen psy del narciso (Narcissus) por el del maiz (Zea mays) obteniendo el "Golden Rice 2", el cual
acumula 23 veces mas B-caroteno (Paine et al 2005). Gracias al desarrollo del Golden Rice se
pretende paliar la carencia de vitamina A en regiones del mundo con dietas mds pobres (Tang et

al 2009).

1.2 Principales causas de pérdidas en el cultivo del arroz

1.2.1 Factores abidticos

Existen diversos factores abidticos que causan pérdidas en la cosecha del arroz
fundamentalmente relacionados con la climatologia y las condiciones del suelo de cultivo. Entre
los principales factores cabe destacar la sequia e inundacion, la alta salinidad del suelo, los
cambios bruscos de temperatura (en particular el arroz es muy sensible a las temperaturas bajas),
y la carencia de nutrientes esenciales como el fésforo o el zinc. Actualmente existe una gran
demanda de cultivares de arroz tolerantes al estrés abidtico, lo que conduciria a extender las

areas cultivables y aumentar la productividad del cultivo.

Muchos factores influyen en la tolerancia al estrés abidtico lo que dificulta enormemente el
desarrollo de cultivares de arroz tolerantes mediante la mejora vegetal convencional. En los
ultimos afios, gracias a los progresos en fisiologia, biologia molecular y genética de plantas y la
aplicaciéon de nuevas tecnologias, se han identificado gran nimero de QTLs, genes, proteinas y
rutas metabdlicas involucradas en la tolerancia al estrés abidtico (Grennan 2006, Lafitte et al
2004, Mizoi and Yamaguchi-Shinozaki 2013). Por ejemplo, se conoce la implicaciéon de diversas
fitohormonas en la adaptacion de las plantas al estrés, como es el caso del acido abscisico (ABA)
que participa en la respuesta de la planta ante el estrés hidrico (sequia y salinidad) (Kim et al
2014b) y los brasinoesteroides que estan implicados en la respuesta de la planta a las bajadas de

temperatura (Krishna 2003).

En este aspecto la ingenieria genética se presenta como una estrategia efectiva para el desarrollo
de cultivares tolerantes al estrés abidtico. Numerosas investigaciones se centran en la
transformacion de plantas con genes candidatos para conseguir tolerancia al estrés abidtico, e.g.
genes que codifican para proteinas LEA o aquaporina que confieren resistencia a la sequia
(Chandra et al 2004, Lian et al 2004). En el caso de la resistencia al frio, se han conseguido
plantas de arroz que crecen mejor a bajas temperaturas mediante la sobreexpresién del gen
AOX1 que codifica para la oxidasa alternativa 1. Estas plantas tienen tasas de crecimiento

similares a las silvestres en condiciones favorables de temperatura, y sin embargo siguen
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creciendo en condiciones de frio (Li et al 2014). Otro ejemplo es que mediante la modificacion del
elemento de respuesta a hambre de fésforo (PHR1) en arroz se consiguen plantas mas eficientes
en la captacidn de fosforo del suelo, lo cual permitiria el cultivo del arroz en suelos empobrecidos

(Ruan et al 2015).

1.2.2 Factores bidticos

Segln el instituto internacional de investigaciéon en arroz (IRR) un 37% de las pérdidas en la
produccién del arroz se deben a enfermedades causadas por diferentes plagas: insectos,

bacterias, hongos, y virus (http://irri.org/rice-today/where-rice-pests-and-diseases-do-the-most-

damage). A continuacién se describen brevemente algunas de las plagas mas importantes. El

apartado 2 de esta introduccion esta dedicado en profundidad al hongo Magnaporthe oryzae.

Insectos:

e Sitophilus oryzae (Gorgojo del arroz) (Figura 2). Insecto del orden Coleoptera. La hembra

horada el grano de arroz y deposita dentro sus huevos. Las larvas provocan los mayores
dafios vaciando el grano de arroz y generando grandes pérdidas en la cosecha. Es una de las
principales plagas del arroz tanto en campo como en almacén, pudiendo atacar a cualquier

cereal.

e Chilo suppressalis (Barrenador del arroz). Insecto del orden Lepidoptera. Las larvas perforan

el tallo de la planta y se alojan en el interior donde se van alimentando. Constituye una de

las plagas mds importantes en los arrozales del Delta del Ebro y en la Albufera de Valencia.

Bacterias:

e Xanthomonas oryzae. Es el organismo responsable del "bacterial blight" o bacteriosis

vascular de arroz, una de las enfermedades mas devastadoras del arroz en Asia. Se
caracteriza por la aparicion de unas manchas blanquecinas en las puntas de las hojas en

plantas jovenes.

e Erwinia chrysanthemi. Produce las enfermedades conocidas como "soft rot" o

podredumbre blanda y "wilt disease” o marchitamiento en multitud de especies vegetales.
Como su nombre sugiere los frutos muestran sintomas de ablandamiento, similares a los

que se aprecian cuando realizan su senescencia programada.

e Burkholderia glumae. Causante del "grain rot" o afiublo bacterial del arroz (Figura 2). Se

caracteriza por un marchitamiento de la vaina y la superficie de la hoja. También suelen

aparecer lesiones en las semillas o directamente paniculas vacias.

-6-
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e Pseudomonas fuscovaginae. Bacteria fluorescente artifice de la enfermedad conocida como

"sheath brown rot" o en castellano pudricién bacterial de la vaina. Al igual que otras

bacterias, causa sintomas de senescencia en la vaina foliar de la hoja del arroz.

Figura 2. Distintos organismos patogenos del arroz. (A) El insecto Sitophilus oryzae o gorgojo del
arroz; (B) Sintomas del afiublo del arroz causado por la bacteria Burkholderia glumae; (C) Hongo

Fusarium verticilloides creciendo sobre una semilla de arroz; (D) El virus baciliforme RTBV.

Hongos:
Aungue se conocen cerca de una veintena de especies fungicas patdgenas de arroz, las dos mas
importantes en cuanto a efecto y pérdidas generadas son Fusarium verticilloides y Magnaporthe

oryzae.

e Fusarium verticilloides (Gibberella_moniliformis). Es un hongo ascomiceto, filamentoso

causante de la enfermedad del arroz llamada "bakanae" o "foolish seedling" en inglés
(Figura 2). Las plantas afectadas son estériles dando lugar a paniculas vacias. Ademas, esta
enfermedad se caracteriza por un alargamiento desregulado de los tallos de la planta, lo
cual ocasiona que la planta se doble y acabe cayendo. El hongo produce un superdvit de
acido giberélico el cual, en la planta, es una hormona encargada de promover el
crecimiento. Es una enfermedad devastadora en Asia, Africa y América del Norte donde
puede acabar con cosechas enteras. El impacto econdmico mas significativo de esta

enfermedad es la capacidad del hongo de producir fumonisin, una micotoxina que afecta a
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animales y humanos pudiendo producir lesiones en el cerebro, neurotoxicidad,
hepatoxicidad y carcinoma (Brown et al 2005, Chuturgoon et al 2014, Domijan and

Abramov 2011).

e Magnaporthe oryzae (Pyricularia oryzae). Es un hongo ascomiceto, filamentoso, de esporas

relativamente grandes, causante de la enfermedad del "rice blast" o en castellano
piriculariosis o quemado del arroz. Recibe este nombre debido a las lesiones que provoca
en las hojas, similares a quemaduras. Es la enfermedad mas importante del arroz
generando elevadas pérdidas en el cultivo. El trabajo de esta tesis esta centrado en este
patégeno del arroz y se sirve de la interaccion O. sativa - M. oryzae como modelo para
disefiar estrategias de control que puedan ser aplicables a otros organismos. Por ello se le

dedica un apartado propio a continuacién.

Virus:

A pesar de que las enfermedades causadas por virus tienen un menor impacto en la produccion
del arroz, cabe mencionar algunas de ellas como el Tungro del arroz, una enfermedad viral
causada por un complejo viral (el virus baciliforme RTBV (Figura 2) y el virus esférico del Tungro
del arroz RTSV), la enfermedad causada por el virus de la hoja blanca del arroz (RHBV), y la

enfermedad causada por el virus del moteado amarillo del arroz (RYMV).

En cuanto a las estrategias de proteccidn de los cultivos a la accidon de patdgenos, mencionar que
desde el 2014 en la Unién Europea es obligatorio el control integrado (Directiva 2009/128). El
concepto de control integrado surgid en Estados Unidos hace mas de 20 afios y se ha ido
extendiendo progresivamente. Dentro del control integrado se contempla la aplicacion
combinada de diferentes técnicas y/o estrategias que persiguen un menor impacto
medioambiental. Existen métodos fisicos como son la esterilizacién por vapor de agua del suelo
de cultivo o la solarizacién del mismo que eliminan hongos y microorganismos presentes en el
suelo antes del cultivo, reduciendo asi la probabilidad de infeccion (Mejia and Alberté 2013).
Otras estrategias de prevencidn son la seleccion de variedades resistentes y/o la rotacidn y
diversidad de cultivos. En cuanto al control clasico mediante plaguicidas y pesticidas, algunos de
los productos recomendados en el cultivo del arroz segun la FAO son el insecticida y-HCH
(Lindane) y fungicidas de Ila familia de los triazoles como el Triciclazol
(http://www.fao.org/docrep/W25985/w2598s09.htm). En los ultimos afios se han establecido
normativas a nivel internacional mds exigentes en cuanto al registro de nuevos productos
fitosanitarios y al limite maximo de residuos (LMR) de plaguicidas. En algunos casos se ha

prohibido la utilizacién de algunos productos quimicos debido al efecto negativo sobre la salud
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humana y el medio ambiente. La directiva 2009/128 del Parlamento Europeo establece que cada
estado miembro debe utilizar planes de accién nacionales encaminados a reducir el uso de
productos fitosanitarios y promover otras formas de control alternativas. En Espaia, este plan de

accion viene reflejado en el Real Decreto 1311 publicado en 2012.

Una estrategia alternativa de control seria la induccion de las respuestas de defensa de la planta
como estrategia de control alternativa al uso de plaguicidas y pesticidas. Basicamente consiste en
aplicar un compuesto, también denominado elicitor, que actla induciendo los mecanismos de
defensa naturales de la planta. De esta forma la planta es capaz de contrarrestar los efectos
producidos por la infeccién del patégeno. Como veremos en mas detalle en el apartado 3, algunos
ejemplos de elicitores utilizados en el control de enfermedades en arroz son el quitosan (quitina)
y el probenazole (Bautista-Bafios et al 2003, Bautista-Bafios et al 2006, Umemura et al 2009,
Yoshioka et al 2001). Otra estrategia que esta teniendo un gran impacto en los proyectos de |+D+i
de centros de investigacion publicos y empresas privadas del sector agrario es el biocontrol. Esta
estrategia consiste en la utilizacion de organismos como agentes de control biolégico (ACBs).
Algunos ejemplos mds estudiados son el uso de hongos del género Trichoderma para controlar
distintas enfermedades bacterianas y fungicas (Benitez et al 2004, Khalili et al 2012), bacterias
del género Bacillus, Pseudomonas u otras rizobacterias PGPR frente a una gran variedad de
organismos eucariotas (Beneduzi et al 2012, Nagarajkumar et al 2005, Usharani et al 2014) o la
utilizacién de algunos insectos enemigos naturales de importantes insectos plaga (Wu et al 2013).
Actualmente existen en el mercado diferentes productos basados en ACBs, e.g. TRIANUM-G
(Koppert) basado en una cepa de Trichoderma harzianum, Cilus Plus (Quimica Massd) basado en
una cepa de Bacillus velezensis, NOFLY (Futureco Bioscience) basado en el hongo Isaria
fumosorosea. Por ultimo mencionar la utilizacion de compuestos antimicrobianos de baja
toxicidad entre los que destacan extractos naturales de plantas, péptidos antimicrobianos
naturales, u otro tipo de compuestos clasificados como “low risk” (Cowan 1999, Kiran et al 2010,
Léopez-Garcia et al 2012, Meng et al 2010, Montesinos et al 2012). Esta alternativa es ventajosa
frente a los plaguicidas tradicionales debido a su bajo o nulo impacto sobre el ecosistema. En este
trabajo de investigacién nos centraremos en los péptidos antimicrobianos, tanto naturales como
sintéticos, a los cuales dedicaremos un apartado completo mas adelante (ver apartado 4). De
todas estas formas de control hablaremos con detalle en el apartado 3 donde veremos de forma
mas especifica distintos métodos de control del hongo M. oryzae causante de la piriculariosis del

arroz.
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2. Magnaporthe oryzae

Magnaporthe oryzae es un hongo filamentoso perteneciente al Filo Ascomycota causante de la
enfermedad de la piriculariosis o "quemado del arroz". En el afio 2002 fue definido como una
especie independiente de Magnaporthe grisea (Couch and Kohn 2002). Morfoldgicamente no se
aprecian diferencias entre ambos aislados. Se considera M. grisea a la especie capaz de infectar a
los individuos del género Digitaria, mientras que M. oryzae infecta a la planta del arroz (Oryza
sativa) y a plantas relacionadas, como pueden ser los miembros de la subfamilia Panicoideae (a
los que comUnmente se denomina con el término no taxondmico de Mijo). Para la identificacidn
de ambos aislados se utilizan diferencias en varias bases de tres genes bien conservados que
codifican para las proteinas actina, B-tubulina y calmodulina (Couch and Kohn 2002). Se postula
que el origen de la cepa de Magnaporthe capaz de infectar arroz, se produjo en un Unico punto
situado en el valle de Yangtze en China, hace tan solo unos 7000 afios aproximadamente (Wilson

and Talbot 2009).

La piriculariosis es una de las enfermedades del arroz mas importante tanto a nivel econémico
como nutricional, produciendo pérdidas de millones de hectdreas a lo largo del mundo
especialmente en Asia. La enfermedad es particularmente dura en zonas templadas, con
temperaturas relativamente constantes y muy huimedas, donde puede producir epidemias
devastadoras y altamente recurrentes (Talbot 2003). Se han reportado epidemias de piriculariosis
en paises como China (donde se perdieron 5,7 millones de hectareas entre los afios 2001 y 2005)

Vietnam, Coreay EEUU.

En general, el hongo infecta la hoja de la planta, produciendo unas manchas con un centro
necrotizado y borde clordtico (Figura 3), aunque también es capaz de infectar el tallo, los nudos y
la panicula. Se ha descrito la infeccién radicular, al menos a nivel de laboratorio, pero aun no esta
claro si este tipo de infeccidon puede darse en condiciones reales de cultivo en campo (Sesma and

Osbourn 2004).

El hongo posee reproducciéon tanto sexual como asexual. La reproduccion sexual, al igual que en
el resto de ascomicetos, lleva a un proceso de meiosis del cual resultardn ascosporas .La
reproduccion asexual se da a través de conidios. Estos conidios, tienen forma de ladgrima y estan
compuestos por 3 células, separadas por dos septos (Figura 3). Cada célula posee un Unico nucleo

y cada una lleva asociada una funcién concreta en el proceso de germinacién e infeccién.
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Figura 3. (A) Conidio del hongo Magnaporthe oryzae. (B) Panicula de arroz infectada. (C) Manchas

producidas por la pirculariosis sobre la superficie de la hoja del arroz.

En el afio 2005, Dean y colaboradores secuenciaron el genoma de M. oryzae, formado por
aproximadamente 38Mb agrupadas en 7 cromosomas (Dean et al 2005). Del analisis del genoma,
11.109 genes codificantes fueron predichos, de los cuales 1.546 pertenecen a su secretoma, que
le sirve principalmente en su funcién infectiva. Esto es un nimero significativamente mas alto que
las especies saproéfitas cercanas al hongo de las cuales se tienen datos. Este dato indica una gran
importancia del metabolismo secundario, con un gran nimero de genes que codifican para
enzimas extracelulares que son utilizadas para degradar materia organica de otros organismos,
tales como xilasas, glucanasas, quitinasas, etc. El genoma de M. oryzae también codifica para
putativos efectores cuya finalidad es suprimir el sistema defensivo y perturbar el metabolismo de
la planta hospedadora. Dentro de estos efectores o PAMPs (del inglés pathogen-associated
molecular patterns), destacar 3 familias de polipéptidos ricos en cisteina y una familia proteica
similar al péptido inductor de necrosis del patdégeno Phytophthora infestans (Collemare et al
2008). Ademas, se han identificado los genes que codifican para una gran familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR, del inglés G protein-coupled receptors), asi como para proteinas
involucradas en 3 rutas de sefializacion MAPK (del inglés mitogen-activated protein kinase)

involucradas en el proceso de infeccion del hongo (ver apartado 2.2).

2.1 Ciclo infectivo de Magnaporthe oryzae

El ciclo infectivo del hongo M. oryzae es fundamentalmente foliar, aunque como ya hemos dicho
es capaz de avanzar a través de los tejidos de la planta e infectar tallos y paniculas. El primer paso
del proceso infectivo consiste en la adhesion del conidio a la superficie de la hoja (Figura 4). La
espora al ser hidratada segrega por la parte apical un compuesto mucilaginoso que sirve de
anclaje, un paso imprescindible para llevar a cabo el proceso de germinacién (Hamer et al 1988).
Durante la germinacion, el tubo germinativo emerge de la parte apical de la espora, crece a lo

largo de la hoja y, si las condiciones son éptimas, se inicia la formacién del apresorio.
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Figura 4. Esquema del ciclo infectivo de M. oryzae (adaptado de Wilson and Talbot 2009)

La formacion del apresorio se produce a partir de las 4-6h después de entrar en contacto la
espora con la superficie de la hoja. El apresorio es una estructura invasiva con forma de cupula
utilizada por el hongo para penetrar la superficie de la hoja e infectar las células vegetales (Figura
4 y 5A). Se ha descrito que la formacién del apresorio se induce por sefales externas percibidas
por el hongo. La que parece tener mds importancia es la hidrofobicidad de la superficie de la hoja,
debida principalmente a la presencia de ceras que la recubren. Tanto es asi que se puede inducir
la formacién de apresorio en el laboratorio haciendo que la espora se ancle a una superficie
sintética altamente hidréfoba como el teflén (politetrafluoroetileno) o el poliestireno. Ademas de
la hidrofobicidad, el hongo es capaz de percibir la presencia de mondmeros de cutina de la hoja
de la planta. Los mondmeros que se han descrito como mas importantes son el acido cis-9,10-
epoxi-18-hidroxioctadecanoico o el 1,16-hexadecanodiol, los cuales son utilizados como
inductores in vitro de la formacion del apresorio (Gilbert et al 1996, Talbot 2003). Se ha
reportado la importancia del sistema endosomal y autofagia en la germinacién y el desarrollo del
apresorio (He et al 2012, Veneault-Fourrey et al 2006, Weber et al 2001). Al inicio de la
germinacion, uno de los tres nucleos de la espora migra hacia el tubo germinativo donde se

produce la mitosis; entonces, uno de los nucleos hijo vuelve hacia la espora mientras que el otro
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continla hacia el apice del tubo germinativo donde tendrd lugar la maduracion del apresorio.
Ademads, pequefias vacuolas de la célula apical de la espora se mueven a través del tubo
germinativo y del apresorio incipiente. Cuando el apresorio se ha formado, se produce un proceso
de autofagia, muerte celular programada, que resulta en la degradacién de los 3 nucleos que

guedan ahora en el conidio junto con el resto del contenido de la espora.

‘,"lPico de

- penetracién

’

CELULA DE LA PLANTA

Anillo de actina

Figura 5 (A) Esquematizacion del apresorio de M. oryzae (Dagdas 2012). (B) Capa de melanina (Wilson
and Talbot 2009). (C) Anillo de actina que constrifie el apresorio, marcado con RFP (Red Fluorescent

Protein) (Dagdas 2012). (D) Pico de penetracion introduciéndose en la superficie foliar (Ryder et al. 2013)

Durante la maduracion del apresorio, la pared celular del extremo del tubo germinativo se
endurece debido a la acumulacién de quitina y deposicidn de una capa de melanina entre la
membrana plasmatica y la pared celular, generando asi una capa impermeable que impide la fuga
de osmolitos (Figura 5B). Se sabe que los mutantes carentes de la capacidad de formar melanina
son no patogénicos (De Jong et al 1997). El apresorio se recubre de esta pared celular endurecida
dando lugar al apresorio maduro (aproximadamente después de 24h) excepto una pequefia zona
en la parte inferior de la estructura donde se formara el "penetration peg" o pico de penetracion
(Figura 5A). En este punto, el apresorio contiene una gran vacuola central, que sirve como
almacenamiento de reservas lipidicas que se iran gastando durante el desarrollo, y el Unico ntcleo

gue no ha sido degradado proporciona la informacién genética. Entonces el apresorio empieza a
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acumular agua debido a la movilizacidn a esa zona de solutos compatibles con su metabolismo,
principalmente el glicerol. Esa acumulacion de agua incrementa la turgencia dentro del apresorio
generando una elevada presidn (hasta 8 MPa) capaz de romper la cuticula y el epitelio de la hoja 'y
poder entrar en el mesofilo (Figura 5D). En torno a la formacién del pico de penetracidn se forma
un anillo de actina que constrifie la zona para centralizar la presién en una area pequefia de la
superficie foliar; la formacidon de este anillo esta mediada por 4 septin guanosin trifosfatasas
(Dagdas et al 2012) (Figura 5C). La diferenciacién de la pared celular también lleva unida una
explosiéon oxidativa, la cual es imprescindible para la maduracién del apresorio y la penetracion;
se postula que estas especies reactivas del oxigeno son necesarias para que se produzca el
entrecruzamiento de proteinas en la pared celular durante la maduracién del apresorio (Wilson
and Talbot 2009) y regulan la formacion del anillo de actina mediado por septinas (Ryder et al
2013). Se apunta a que la GTPasa MoRho3 es la responsable de la regulacién de la formacién de

especies reactivas del oxigeno en M. oryzae (Wilson and Talbot 2009, Zheng et al 2007).

Una vez formado el pico de penetracidn, el Unico nucleo presente en el apresorio migra por éste
donde sufre varias rondas de mitosis con el fin de ir desarrollando la hifa, ademas de ser la fuente
de todo el material genético que se requerira durante la infeccion de la planta. Las hifas del hongo
se ramifican a través del tejido vegetal (crecimiento vegetativo) produciéndose la colonizacion del
meséfilo y dando lugar a las lesiones tipicas de la piriculariosis. Durante esta etapa se produce un
crecimiento biotréfico mediante el cual el hongo se ramifica en el interior del meséfilo siendo
rodeado por la membrana plasmatica invaginada de las células de la planta. En esta invasién
temprana del tejido, las células del hongo se especializan en la captacion de alimento de las
células colindantes. Durante este crecimiento biotréfico el hongo viaja de célula en célula a través
de los plasmodesmos; de hecho se ha descrito que el hongo es incapaz de entrar en las células de
guardia de los estomas donde no existen plasmodesmos (Kankanala et al 2007). Solo mas
adelante, cuando ya las lesiones en la hoja de la planta son muy evidentes, el hongo cambia hacia
un patron de alimentacién necrotréfico. Por esto el hongo M. oryzae es considerado un hongo
hemibiotrofico (Wilson and Talbot 2009). A partir de esas lesiones y en condiciones de alta
humedad, el hongo empieza a esporular de forma profusa, y gracias al viento o a la lluvia, la
enfermedad se propaga entre las plantas colindantes del cultivo, comenzando asi un nuevo ciclo

infectivo.

Como decimos esta forma de infeccidn foliar es la mds tipica de todas, pero se ha descrito
también la infeccidon radicular del hongo (Sesma and Osbourn 2004). Durante la infeccion

radicular no se forma apresorio, en su lugar el hongo desarrolla una estructura mas simple
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conocida como hifopodio, aunque se sabe que comparte requisitos genéticos comunes con el
apresorio (Tucker et al 2010). El hifopodio contacta con la superficie de la raiz y el hongo va
entrando lentamente por el conducto vascular de este érgano. Comparada con la infeccién foliar,
la infeccidn radicular es mas lenta, entre 1 o 2 dias de retardo. Una caracteristica importante de
este tipo de infeccidn es que es absolutamente biotréfica. El hongo crece tanto intracelular como
intercelularmente y va nutriéndose a expensas de las células del organismo hospedador y
también es rodeado por una membrana celular invaginada como en el caso de la fase biotréfica
de la infeccion foliar (Marcel et al 2010). Es interesante, que durante el crecimiento biotréfico en
la infeccidn foliar, el frente de infeccién va "deteniéndose" continuamente. Esto es debido a que
el hongo no avanza hasta que la célula hospedadora no muere y se traslada hacia otra célula
colindante (Kankanala et al 2007). En cambio en la infeccidn radicular el avance es continuo vy el
hongo no va matando a las células de la planta durante su camino. Asi el hongo avanza
asintomaticamente por la raiz probablemente con la finalidad de alcanzar tejidos superiores
disparando en la menor medida posible el sistema inmune de la planta (Marcel et al 2010).
Posiblemente, el hongo utiliza esta estrategia de infeccion para poder usar el suelo como
reservorio durante las épocas de rotacién de cultivos, aunque lo cierto es que esta forma de

infeccidn solo ha sido observada bajo condiciones de laboratorio (Tucker et al 2010).

2.2 Regulacion de la formacion del apresorio

Como hemos comentado anteriormente, la formacién del apresorio es un proceso complejo
regulado por multiples sefales externas, tales como la hidrofobicidad, los mondmeros de cutinay
las ceras presentes en la superficie de la hoja. En efecto, la adicion exdégena de mondmeros de
cutina induce la formacién de apresorio aun si la superficie sobre la que ha germinado es
hidrofilica. Todas estas sefiales externas son percibidas por receptores del hongo y se transmiten
a través de distintas rutas moleculares haciendo que el conidio tome o no la decisidn de formar el
apresorio. En los ultimos afios, los componentes moleculares implicados en la regulacién del
apresorio y la patogenicidad han sido identificados y extensamente revisados por diferentes
investigadores (Hamel et al 2012, Jin et al 2013, Lengeler et al 2000, Li et al 2012, Wilson and
Talbot 2009). Como describiremos brevemente a continuacién, en M. oryzae hay 3 principales
rutas de sefializacion implicadas en la formacion y maduracion del apresorio: la ruta dependiente
del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y las rutas mediadas por las MAP quinasas (MAPK) Pmk1

y Mps1 (Figura 6). Como ha ocurrido con otras rutas, muchos de los componentes moleculares se
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han identificado por homologia con la levadura Saccharomyces cerevisiae (Chen and Thorner

2007, Correia et al 2010, Zhao et al 2007)

2.2.1 Receptores

Varias proteinas han sido caracterizadas en M. oryzae como sensores capaces de reconocer las
sefiales externas que inducen la formacion del apresorio. A nivel de membrana se identificd un
receptor acoplado a proteinas G, Pth11, el cual responde ante determinadas caracteristicas de la
superficie de la hoja, como la dureza, la hidrofobicidad, la presencia de monémeros de cutina, etc
(DeZwaan et al 1999, Li et al 2012). Este receptor Pth11 estd implicado en la activacion de las
rutas de sefalizacibn mediadas por AMPc y la MAPK Pmkl a través de un complejo
heterotrimérico proteina G. Este complejo estd formado por la subunidad a, codificada por los
genes MAGA, MAGB Y MAGC, la subunidad B, codificada por el gen MGB1, y el regulador negativo
Rgsl. En general, las proteinas G sirven de traductores entre los receptores de la superficie celular

y efectores intracelulares.

La proteina Mpg1 es una hidrofobina fungica de la clase | secretada por M. oryzae implicada en el
desarrollo del apresorio (Talbot et al 1996). Mpg1 recubre el conidio generando una capa muy
hidrofébica que le proporciona cierta resistencia al agua y ayuda al anclaje en la superficie de la
hoja. Esta proteina también actia como sensor de ciertos estimulos externos como la

hidrofobicidad (Soanes et al 2002).

MoMsb2 y MoSho1l son otros dos receptores involucrados en los procesos infectivos del hongo
M. oryzae como la conidiacién y la formacién del apresorio (Liu et al 2011b). En otros hongos
fitopatdgenos, estos receptores también participan en varios procesos relacionados con la
infeccion, como en el hongo Ustilago maydis donde juegan un papel clave durante la
diferenciacion del apresorio (Lanver et al 2010). Sus ortélogos en levadura estan implicados en la
regulacién de rutas involucradas en diferentes procesos como la respuesta a estrés osmatico y el
crecimiento vegetativo (Cullen et al 2000, Cullen et al 2004, Yang et al 2009). Liu y
colaboradores demostraron que el mutante AMomsb2 forma significativamente menos apresorio
y es incapaz de infectar la planta del arroz aunque su conidiacion es normal (Liu et al 2011b). En
cambio, en el mutante AMoshol no estd afectada la formacion de apresorio aunque si la
conidiacién y presenta virulencia ligeramente reducida. En M. oryzae, MoMsb2 participa en el
reconocimiento de mondmeros de cutina de la superficie foliar, como el 1,16 hexadecanodiol,

induciendo la formacién del apresorio. MoShol en cambio responde a los alcoholes primarios,
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principal componente de las ceras superficiales de la hoja, las cuales también tienen cierta

implicacion en la hidrofobicidad de la superficie foliar.

Monodmeros de cutina

BN

Mst12

Figura 6 Representacion esquematica de las 3 rutas de sefializacion implicadas en la formacion de apresorio

en el hongo M. oryzae

2.2.2 Ruta del Adenosin monofosfato ciclico (AMPc)

La ruta de sefializacién del AMPc esta implicada en la iniciacion del proceso de formacion del
apresorio mediante el reconocimiento de sefiales externas. El hongo produce AMPc a través de la
adenilatociclasa Macl. Un mutante Amacl es defectivo en la formacion del apresorio y no
patogénico (Choi and Dean 1997). Sin embargo, la adicién exégena de AMPc revierte el fenotipo
silvestre, induciendo la formacién de apresorio; este efecto inductor se produce incluso en

superficies hidrofilicas que en condiciones normales serian no inductivas.

La adenilatociclasa Macl es regulada por la subunidad a de la proteina G (Ga) acoplada al
receptor Pth11l. Como hemos comentado, en M. oryzae se han identificado 3 genes MAGA, MAGB
y MAGC que codifican para Ga. Sin embargo, previos estudios mostraron que mutantes AmagA o

AmagC no tienen un efecto en el crecimiento vegetativo ni en la formaciéon del apresorio,
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mientras que la disrupcién del gen MAGB reduce significativamente el crecimiento vegetativo,
conidiacién, formacién del apresorio y patogenicidad (Fang and Dean 2000, Liu and Dean 1997). El
regulador negativo Rgsl es capaz de interaccionar con la subunidad Ga bloqueando la formacién
del apresorio en condiciones no favorables. Mutantes Args1 son capaces de formar apresorio en
superficies hidrofilicas no inductoras (Liu et al 2007). Sin embargo, como la sefializacién mediada
por proteina G regula la ruta del AMPc, asi como otras rutas implicadas en la infeccién por M.
oryzae como la ruta MAPK Pmk1, es una pregunta que aln no tiene una respuesta clara a nivel
molecular. En el 2010, se identificd y caracterizé a nivel funcional un nuevo gen relacionado con la
patogenicidad de M. oryzae, MoRIC8 (Li et al 2010). Andlisis por sistemas doble hibrido han
revelado que la proteina MoRic8 es capaz de unirse a la subunidad Ga MagB sugiriendo que
MoRic8 podria actuar como un regulador de la sefalizacion por proteina G en la ruta de la

adenilatociclasa.

El AMPc formado por la adenilatociclasa interactia con Suml, la subunidad reguladora de la
proteina quinasa A dependiente de AMPc (PKA), liberando y activando asi la subunidad catalitica,
la cual es codificada por el gen CPKA (Mitchell and Dean 1995). Esta subunidad catalitica activa a
su vez a diferentes factores de transcripcion implicados en la formacién del apresorio, como son
Mstul, Som1 y Cdtfl (Li et al 2012). La activacidn constitutiva de CpkA en el mutante carente de
la actividad reguladora Sumi, induce la formacién de apresorio en mutantes Amacl o en
superficies hidrofilicas (Adachi and Hamer 1998). Sin embargo, el mutante AcpkA aun forma
apresorio, aunque de pequefio tamafio y no funcional, reduciendo su capacidad infectiva
(Lengeler et al 2000, Wilson and Talbot 2009, Xu et al 1997). Esto se debe a que el papel de la
ruta de la adenilatociclasa incide mas en el desarrollo del apresorio aumentando su turgor y
viabilidad que en la formacion del apresorio en el sentido estricto del término. Ademas, se ha
identificado en M. oryzae el gen CPK2 que codifica también para otra subunidad catalitica de PKA

y que puede tener funciones complementarias a CpkA.

Para terminar con la ruta de sefializacion del AMPc comentaremos su implicacion en la
degradacion de cutina por cutinasas del hongo. Se sabe que la degradacién enzimdtica de la
cutina de la superficie foliar ayuda al apresorio a romper la cuticula de la planta y entrar en el
mesdfilo, ademas de desprender mondmeros de cutina que inducirdn la formacién de apresorio
en conidios circundantes. En el hongo M. oryzae se conocen dos cutinasas llamadas Cutl y Cut2.
Se sabe que el gen CUT1 no interviene en el proceso de infeccidn, sin embargo los mutantes Acut2
tienen disminuida su virulencia. Al afiadir exégenamente AMPc se consigue que los niveles de

virulencia de Acut2 sean restaurados alcanzando los de la cepa silvestre. Los resultados sugieren
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que Cut2 esta regulado de alguna forma por la PKA aunque no se conoce el mecanismo concreto

(Skamnioti and Gurr 2007).

2.2.3 Ruta de la MAP quinasa Pmk1

El gen PMK1 codifica para una proteina andloga de las quinasas Fus3 y Kss1 de S. cerevisiae. Pmk1
estd presente en toda la hifa del hongo, pero solo se activa al ser fosforilada por la proteina Mst7
(MAPKK) la cual solo es activa si es previamente fosforilada por la proteina Mstll (MAPKKK).
Estas dos proteinas son homdlogas a las quinasas Ste7 y Stell de S. cerevisiae. Los 3 genes PMK1-
MST7-MST11 son imprescindibles para la formacién del apresorio. El mutante Apmk1 es incapaz
de formar apresorio, por tanto incompetente a la hora de infectar a la planta de arroz ni formar
las tipicas lesiones foliares relacionadas con la enfermedad (Xu and Hamer 1996). En un mutante
Amst11 donde se exprese un alelo activo del gen MST7 provoca, como es esperable, que se
revierta la formacion de apresorio, pero se ha visto que estos apresorios son mas pequefos que
en el organismo silvestre. La proteina Mstll tiene en su secuencia un motivo SAM que es
conocido por permitir la unidén con otras proteinas que presenten este motivo o a secuencias de
RNA. Concretamente en este caso Mst11 interactia con Mst50 (analogo de Ste50 en S. cerevisiae)
el cual hace las funciones de andamio molecular facilitando el acceso de unos miembros de la ruta
con otros (Park et al 2006). Se sabe que Mst50 no se une en absoluto con Pmkl y muy
débilmente con Mst7 (Zhao et al 2005). Ademas, los mutantes Amst50 o las cepas que tienen
truncado el motivo SAM de Mst50 son incapaces de formar apresorio y por tanto son no
patogénicos (Park et al 2006). Mst50 también presenta un dominio carboxi-terminal de unién a
proteinas del tipo Ras (Zhao et al 2007). En M. oryzae existen dos proteinas de este tipo que
intervienen en la formacién de apresorio, llamadas Rasl y Ras2. Ambas se sabe que juegan un
papel en la regulacién de la formacién de apresorio, en la ruta de Pmk1 a nivel de Mst11 y Mst50.
La importancia de Mst50 va mas alld de la formacién del apresorio, de hecho participa como
regulador en otras rutas de sefializacion importantes para el hongo (Park et al 2006). Un ejemplo
importante es la interacciéon de Mst50 con Cdc42, lo cual lo relaciona también con el ciclo celular
del hongo (Zhao et al 2005, Zhao et al 2007). De hecho cada dia se estan descubriendo mas
procesos del hongo que estan influidos de forma indirecta por esta ruta de sefalizacidn (Jin et al

2013, Zhou et al 2014).

Esta ruta MAP quinasa esta relacionada con la ruta del AMPc a través del complejo proteina G. En
este caso Mgbl, la subunidad B, es la responsable de activar la cascada de la MAPK Pmk1
interactuando con Mst50, y permitiendo que se una a Mstll y Mst7. Como vimos el complejo

trimérico es activado por el cambio de conformacidn del receptor Pth1l, el cual actia como
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sensor de estimulos externos como la hidrofobicidad y la presencia de mondmeros de cutina.
Mutacién en el gen MGB1 da lugar a una reduccidn de conidiacion, defectos en la formacién del
apresorio e incapacidad de penetrar o crecer de forma invasiva en las hojas de arroz (Nishimura et
al 2003). La cascada de la MAP quinasa Pmk1 también puede ser activada por otros receptores
como la hidrofobina Mpgl y la mucina MoMsb2, implicados en el reconocimiento de monémeros
de cutina e hidrofobicidad, y el sensor MoSho1 que responde a las ceras presentes en la superficie

de la hoja.

En cuanto a los genes regulados por Pmk1, mencionar dos genes homodlogos GAS1 y GAS2 que se
expresan de forma especifica durante la formacién del apresorio (Xue et al 2002). Hay que
sefialar que aunque aqui nos hemos centrado en su papel en el desarrollo del apresorio, la MAPK
Pmk1 participa en varios procesos importantes para la infeccidon por parte del hongo. De hecho
Pmk1 activa el factor de transcripcion Mst12 implicado en la penetracidén de la superficie foliar y
el crecimiento invasivo dentro del mesdfilo (Zhao et al 2007). Este factor de transcripcion
también es un posible punto de conexién entre la ruta Pmk1 y AMPc ya que se ha sugerido que
Mstl12 puede estar involucrado en la sefalizacion por AMPc regulando la internalizacidon del

apresorio (Park et al 2002)

2.2.3 Ruta de la MAPK Mps1

Esta ruta de sefalizacion no estd implicada en la formacién de apresorio explicitamente sino en su
maduracién y funcionalidad. Sobre todo se encarga de la formacién del "penetration peg", el cual
es necesario para que el hongo entre en el meséfilo foliar y continlde con el proceso de infeccidn
(Figura 5). Esta ruta, formada por la MAPK Mpsl, la MAPKK Mkk1l y la MAPKKK Mck1, es
comparable a la ruta de integridad celular estudiada en S. cerevisiae. La proteina Mpsl es
homdloga a Stl2 de la levadura, mientras que Mck1 estd relacionada con Bckl. Las mutaciones en
los genes MCK1 y MPS1 llevan a un fenotipo autolitico y donde la condiacién esta muy reducida,
debido a la incapacidad de formar la pared celular de forma apropiada (Wilson and Talbot 2009).
De hecho Mps1 es responsable directo de la acumulacién de al-3glucano en la pared celular,
inducido por la presencia del monémero de cutina 1,16-hexadecanodiol en el medio (Fujikawa et
al 2009). La activacién de la ruta Mps1 se da mediante el aumento de Ca** a través de los canales

de Calcio Cchl y Mid1 o directamente por la kinasa Pkc (Wilson and Talbot 2009).

Mps1 activa varios factores de transcripcidn entre los que destaca Migl, el cual es imprescindible
para que el hongo sea capaz de infectar a la planta. En S. cerevisiae el homdlogo de Migl es la

proteina Rlm1, que es a su vez activada por Stl2. Los mutantes Amigl son incapaces de infectar
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incluso si se inocula en hojas de arroz que ya han sufrido heridas y por tanto no se requiere el
proceso de penetracion foliar. Esto hace suponer que esta ruta molecular juega un papel en el
crecimiento invasivo del hongo, y no solo en la funcionalidad del apresorio a la hora de horadar la
superficie foliar (Wilson and Talbot 2009). Ademas inesperadamente, los mutantes Amig1 al
contrario que Amps1 no muestran un fenotipo autolitico y no muestra problemas en la formacién
de pared celular. La hipdtesis mds probable, aunque aun no plenamente confirmada, es que el
factor de transcripcidn Migl estd involucrado en la supresidon de la defensa de la planta frente a la
infeccidon fungica. Sin embargo el mecanismo concreto mediante el cual suprime estd linea

defensiva es aun desconocido (Mehrabi et al 2014).

Otros factores de transcripcidon que parece son activados por Mps1 son los homoélogos de Swi4 y
Swi6 de S. cerevisiae. En la levadura, estos dos factores estan implicados en la integridad de la
pared celular, lo que concuerda con la dificultad de los mutantes Amps1 para formar pared celular

y por lo tanto formar un apresorio plenamente maduro y funcional.

2.3 Estructuras similares al apresorio

Como se ha descrito en el apartado 2.1, a partir del tubo germinativo que emerge de la espora se
forma el apresorio, una estructura muy especializada para llevar a cabo la infeccién. Este proceso
se produce después de 4-6h de interaccion de la espora con la superficie de la hoja.
Recientemente, Kong y colaboradores demostraron que el hongo puede formar unas estructuras
similares al apresorio que denominaron ALS (del inglés appressorium-like structures) en los
extremos de las hifas (Kong et al 2013). A nivel morfolédgico los apresorios y las ALS son muy
similares. Ambos estdan melanizados, entre la pared celular y la membrana plasmatica, excepto en
la parte inferior donde se formara el pico de penetracion y ambos incrementan su turgor y se
abomban en forma de cupula. Parece que las ALS son ligeramente mas alargadas, 1,4 veces la
longitud del apresorio, y parecen mas coloreadas tras la tincién con calcofldor. Existen sin
embargo diferencias temporales en su desarrollo; el apresorio estd completamente melanizado
aproximadamente a las 8h desde que el conidio llega a la superficie hidréfoba, y tarda en torno a
11-12h en estar completamente maduro. Sin embargo, las ALS no presentan melanizacién hasta

pasadas 12h y se observa maduraciéon completa después de unas 24h.

A nivel molecular se ha demostrado que las rutas de sefializacion comentadas previamente estan
también involucradas en el desarrollo del apresorio a partir de los extremos de las hifas. Mutantes

Apmk1 y AcpkA son incapaces de formar ALS, indicando que ambas rutas son esenciales. Sin
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embargo, diversas evidencias sugieren que los mecanismos moleculares involucrados en la
formacidn de ambas estructuras infectivas no son idénticos. Como vimos en el apartado dedicado
a la via de sefializacién dependiente de AMPc, el mutante AcpkA forma apresorios, aunque mas
pequenos por la falta de turgor y no viables. Este hecho sugiere que la CpkA interviene
principalmente en la viabilidad del apresorio (sobre todo en el incremento de su presion interna)
y no tanto en su formacion, mientras que en las ALS la funcién de la CpkA es indispensable. En el
genoma de M. oryzae existe otro gen que codifica para la subunidad catalitica de la PKA, el gen
CPK2, de forma que la proteina Cpk2 podria compensar la carencia de la actividad protein-kinasa
CpkA. El hecho de que el mutante AcpkA no forme ALS indica que Cpk2 es mds eficiente en
compensar la falta de CpkA en la formacidn de apresorio que en la formacidn de ALS (Kong et al
2013), constituyendo una evidencia mas de que el proceso de formacidon de las ALS es muy

similar, pero no idéntico al del apresorio.

Otra diferencia importante entre estas dos estructuras, es que mientras que las ALS parecen
menos sensibles a la adicion de inductores externos como el AMPc y los mondmeros de cutina,
son mas sensibles a la adicién de ceras (Kong et al 2013). Ademas, el mutante Achs7, que carece
de la quitin-sintasa Chs7, no es capaz de formar apresorio a partir del tubo germinativo del
conidio, pero en cambio, si que forma apresorio en los extremos de las hifas (Kong et al 2012).
Estos resultados sugieren que la composicidén de la pared celular de ambas estructuras es distinta,

explicando asi también la diferente intensidad de tincion con calcofluor.

En cuanto a la funcionalidad de las ALS a la hora de llevar a cabo el proceso de infeccion se ha
demostrado que son menos eficaces en penetrar en la superficie foliar debido a que su presion
interna no es tan alta como en el apresorio. Se ha postulado que las diferencias en la composicion
de la pared celular de ambas estructuras hace que la pared de las ALS no esté tan especializada
para el incremento y mantenimiento de la presién interna como lo estan las del apresorio (Kong

et al 2013).

3. Estrategias de control de la piriculariosis

En este apartado hablaremos de las distintas estrategias utilizadas en el control de patdgenos en
cultivos vegetales, haciendo especial hincapié en el caso del hongo M. oryzae. En la actualidad se
promueve la utilizacién combinada de diferentes estrategias, denominado el control integrado, el
cual persigue un menor impacto medioambiental. Como se ha comentado en el apartado 1, segln

la Directiva 2009/128, en la Unidn Europea es obligatorio el control integrado desde el afio 2014.
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En muchas ocasiones la legislacién promueve y/o prohibe el uso de unas u otras técnicas debido
principalmente al efecto negativo que tienen sobre la salud humana y el medio ambiente. Por
ejemplo, en toda Europa estd prohibido el cultivo de plantas transgénicas con fines de
produccién, y cada vez existen normas mas restrictivas para el uso de fungicidas comerciales por
motivos de toxicidad cruzada sobre seres humanos u otras especies. Actualmente se estd
promoviendo la busqueda de nuevas estrategias de control alternativas, que por un lado
incrementen la produccién y por otro sean sostenibles y respetuosas con los seres humanos y el

medio ambiente.

3.1 Estrategias de prevencion

Las estrategias de prevencién son aquellas que se utilizan antes de que se dé la infeccion y
pretenden dificultar que esta se produzca. Dado que en el caso de M. oryzae no existe un
tratamiento completamente efectivo o satisfactorio para frenar la infeccién una vez que esta se
ha producido, las estrategias de prevenciéon tienen mds importancia. De hecho contra la
enfermedad de la piriculariosis las estrategias preventivas suelen ser la manera mas efectiva de

disminuir pérdidas en la produccion.

La prevencion de la piriculariosis comienza por el cultivo de variedades resistentes. Existen
variedades que se sabe son mas resistentes a la infeccion por el hongo, como es el caso de
O. sativa ssp. japonica cultivar Saber, mientras que otras son mas sensibles como por ejemplo
0. sativa ssp. japonica cultivar Maratelli. Dependiendo pues, de que variedad sea cultivada
podemos conseguir reducir las pérdidas debidas al hongo independientemente de otras
estrategias de control utilizadas de forma simultdnea. Por otro lado, se pueden obtener
variedades de arroz resistentes mediante la utilizacion de la biotecnologia, concepto que

desarrollaremos en el apartado 3.2.

También es importante el manejo fitotécnico del cultivo. Normalmente se recomienda una
densidad de plantas no superior a 150 por m? Esto ayuda a reducir el trasvase de esporas entre
plantas por el contacto foliar. Aunque esto no reduce a cero la posibilidad de contagio, ya que las
esporas pueden ser transportadas por el viento, si reduce la incidencia de la infeccion en el
cultivo. Otros cuidados preventivos a la hora del cultivo son la destruccidén de rastrojos y malas

hierbas y la nivelacién adecuada del cultivo (Carreres 2005).

Otro aspecto a tener en cuenta es la cantidad de nitrégeno con la que se abona. El nitrégeno

favorece la infeccidon del hongo, por lo que se recomienda no abonar en exceso y hacerlo de
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forma tardia (Long et al 2000, Pantoja et al 1997). Sin embargo las variedades de arroz de alto
rendimiento, las cuales se suelen sembrar en monocultivo, requieren concentraciones de
nitrégeno elevadas. Esto hace que sean mads susceptibles a la infeccién y es una de las causas de
gue se haya incrementado tanto la incidencia y severidad de la piriculariosis desde el nacimiento
de la revolucidn verde. Es importante también que la cantidad de fésforo y potasio en el abonado
estén equilibradas. La cantidad de agua inundando el cultivo también es un factor relevante. En
casos de incidencia de la enfermedad se recomienda aumentar la |dmina de agua y retrasar la

retirada del agua en la maduracidn en cultivos muy vigorosos y con excesiva paja (Carreres 2005).

Por ultimo, mencionar que las semillas pueden actuar como reservorios de forma que el patégeno
puede infectar la plantula durante los primeros estadios del desarrollo. Con el fin de prevenir la
infeccidn foliar en estos estadios es necesario desinfectar las semillas mediante bien tratamientos
fisicos (tratamientos térmicos controlados) o aplicando algin compuesto antifdngico (triciclazol)

antes de ser sembradas.

3.2 Biotecnologia vegetal

La biotecnologia aplicada a la proteccion de plantas frente a enfermedades representa una
alternativa atractiva para la agricultura, complementando asi técnicas cldsicas de mejora genética
dirigidas a la obtencién de cultivos resistentes. Otros métodos de mejora tradicionales como
puede ser la hibridaciéon sexual cruzada no siempre son posibles, asi que la utilizacion de
variedades transgénicas resistentes podria ser una opcién util en este tipo de casos (Grover and

Gowthaman 2003, Punja 2001).

Desde mediados de los afios ochenta donde se publicaron los primeros trabajos de obtencién de
plantas resistentes a virus vegetales mediante transformacién genética (Abel et al 1986, Fitchen
and Beachy 1993), se han descrito numerosas estrategias para obtener plantas resistentes frente
a un patégeno concreto o un grupo de patdégenos mediante la introduccién de un gen. Muchos de
éstos se centran en el control de la piriculariosis del arroz (Chujo et al 2014, Qjan et al 2014, Wu

et al 2014).

Una estrategia es la introduccién de un gen que codifique para una proteina con accion directa
sobre el patégeno. Se ha descrito resistencia frente a patdgenos mediante transformacién de
genes que codifican un producto toxico para el patégeno, como por ejemplo enzimas hidroliticas
como poligalacturonasas o quitinasas (Kouzai et al 2012). También existen casos de la expresion

exogena de un gen que codifica para un péptido antimicrobiano confiriendo resistencia a la
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planta. Un ejemplo es la Cecropina A (Tabla 1) la cual fue aislada de la polilla Hyalophora cecropia
y confiere resistencia al arroz frente a una amplio espectro de microorganismos (Bundo et al
2014, Campo et al 2008, Coca et al 2006). Una variante de esta estrategia es la produccion
transgénica de proteinas que intervienen indirectamente en el desarrollo del patégeno. Un
ejemplo es la proteina RIP (a-momorcharina) que se expresa en semillas de Momordica charantia
o Meldén amargo. Esta proteina elimina residuos de adenina en el RNA mitocondrial 28S
impidiendo asi la sintesis de proteinas. Se ha visto que introduciendo este gen exégeno en la

planta del arroz se consigue resistencia frente al M. oryzae (Qian et al 2014).

Otra estrategia es la expresidon de genes que de alguna forma regulan las respuestas de defensa
de la planta, como por ejemplo la expresién de genes R (de resistencia) implicados en la
respuesta hipersensible (HR) de la planta (Punja 2001). En el caso concreto de M. oryzae se ha
visto que la sobreexpresion de genes R no es duradera y no parece una estrategia de obtencion
de plantas resistentes eficaz (Huang et al 2014, Jeon et al 2013, Valent and Chumley 1994). Esto
es debido sobre todo a la gran variedad de razas de M. oryzae que existen y de su rdpida tasa de
mutacién. Ademads, se han logrado plantas transgénicas de arroz que expresan el gen AtNPR1, el
cual estd implicado en la regulacién de varios genes de defensa mediados por acido salicilico (SA)
en Arabidopsis thaliana. En arroz se conoce una ruta defensiva andloga a la regulada por AtNPR1,
por lo que su expresion actla confiriendo resistencia a la planta frente a distintos patdgenos,
entre ellos M. oryzae (Quilis et al 2008). Otro ejemplo de obtencion de plantas resistentes
mediante la expresion de un gen implicado en la regulacién de la respuesta defensiva del arroz es
el factor WRKY47 (Wei et al 2013). Los factores de transcripcion WRKY (el nombre viene de la
secuencia de 4 aminoacidos caracteristica de estas proteinas) estan implicados en la respuesta del
arroz frente a patégenos. También se han obtenido plantas transgénicas de arroz que producen
altos niveles de elicitores especificos (e.g. H,0,, acido salicilico o etileno) implicados en modular la
respuesta de defensa de la planta, consiguiendo asi resistencia frente al patégeno (Helliwell et al

2013).

3.3 Fungicidas

Se entiende por fungicidas aquellas sustancias utilizadas para matar o impedir el crecimiento de
hongos y mohos. Anteriormente los fungicidas se caracterizaban por su amplio espectro de accién
y su gran eficacia frente al crecimiento de hongos. Sin embargo, conforme se ha ido avanzando en
la caracterizacién del modo de accion de los fungicidas asi como en los mecanismos moleculares

implicados en el crecimiento de los patdgenos y su proceso infectivo, se tiende a encontrar
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fungicidas cada vez mas especificos frente a un hongo en concreto. Por tanto, los fungicidas
pueden clasificarse en compuesto de amplio espectro o generales y fungicidas especificos en
funcién de su modo de accidn (revision general de los diferentes tipos de fungicidas actualizada
por la organizacion “Fungicide Resistance Action Committee, FRAC”, FRAC Code List 2015,

http://www.frac.info/).

En el caso de M. oryzae los fungicidas de amplio espectro mas utilizados son de la familia de los

imidazoles como el Procloraz, y los triazoles como el Triciclazol, Tebuconazol o el Triflumizol

http://www.infoagro.com/herbaceos/cereales/pyricularia_oryzae_del _%20arroz.htm  (Carreres
2005). Estos compuestos interfieren en la sintesis del ergosterol, un componente esencial de la
membrana celular del hongo. Su mecanismo de accién es la inhibicion del enzima C14 a-
desmetilasa acoplada al citrocromo P450 y que transforma lanosterol en ergosterol. La falta de
ergosterol altera la fluidez y permeabilidad de la membrana, inhibiendo asi el crecimiento y la
replicacion celular del hongo. Aunque el efecto final es el mismo, el mecanismo de inhibicidn de
los imidazoles y triazoles es diferente. En algunos casos se produce también la acumulacion de
otros esteroles. Otros fungicidas utilizados son de la familia de las estrobilurinas (Qols), como la
Azoxiestrobina, los cuales inhiben la respiracién mitocondrial de las células de los hongos
patdgenos (Kunova et al 2013), o el Citronelal, un monoterpeno que afecta al factor de necrosis
alfa (TNF-a) e inhibe la formacion de esporas, la germinacion y el crecimiento del hongo (Aguiar et

al 2014).

Una de las dianas para la caracterizacién de fungicidas especificos frente a M. oryzae es la sintesis
de melanina que como hemos visto es imprescindible para la formacion del apresorio y por tanto,

la infeccién de este patégeno. Entre este tipo de fungicidas, destacar Piroquilon y Ftalida que

afectan a la ruta de sintesis de la melanina por lo que inhiben la infeccién foliar del hongo (Liao et
al 2001). Otro fungicida que actua al mismo nivel en M. oryzae es el Triciclazol. Aunque es un
fungicida de amplio espectro que actla sobre varios tipos de hongos inhibiendo el crecimiento
aéreo de las hifas y la conidiacién, en M. oryzae actua a nivel de la sintesis de melanina (Kunova et
al 2013). Estos tres fungicidas son del tipo MBI-R, es decir actian como inhibidores de la
hidroxinaftaleno reductasa. Por el contrario, los inhibidores tipo MBI-D como el carpropamid

actuan inhibiendo el enzima dehidratasa en lugar de la reductasa.

En cuanto a la aplicacién de los fungicidas frente a M. oryzae, se recomienda utilizar dos métodos
distintos. El primero consiste en aplicar el fungicida sobre las plantulas de arroz justo después de
la germinacién. El segundo es el esprayado de todo el cultivo cuando se estdn empezando a

formar las paniculas, en este caso se realizan una o dos aplicaciones. Esta segunda técnica se
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centra en evitar que la enfermedad se propague a las paniculas. Aunque estas dos estrategias son
las utilizadas, ninguna de las dos es considerada de gran eficacia contra este hongo. El control de
la piriculariosis mediante fungicidas resulta ineficaz en parte debido a la facilidad de adaptacién
que tiene el hongo y a la aparicidn de resistencias. Se han caracterizado aislados de M. oryzae
resistentes al fungicida Azoxiestrobina (Avila-Adame and Koller 2003) o al fungicida carpropamid
(Takagaki et al 2004). Considerando la dificultad en el control de la piriculariosis por la aparicién
de resistencias, asi como la toxicidad inespecifica de los fungicidas utilizados que pueden
ocasionar dafios a la salud humana y al medio ambiente, es importante el control integrado, la
utilizacion combinada de diferentes estrategias con el fin de reducir en cierta medida la cantidad

de fungicida aplicada.

3.4 Induccidn de la respuesta de defensa de la planta

Una de las formas de control de patégenos vegetales mas respetuosas con el medio ambiente es
la induccidn del sistema inmune de la propia planta. Las plantas, en su carrera evolutiva frente a
los patdgenos que las atacan, han desarrollado un sistema de defensa complejo para protegerse
frente a ellos. Hay dos ramas o vias del sistema inmune de las plantas que han sido ampliamente
estudiadas y revisadas por diferentes autores (Jones and Dangl 2006, Nurnberger et al 2004). La
primera linea de defensa o resistencia basal se basa en el reconocimiento de estructuras
moleculares evolutivamente conservadas en la inmensa mayoria de los patdgenos. Estas
moléculas son denominadas MAMPs (del inglés microbe-associated molecular patterns, patrones
moleculares asociados a microbios) o PAMPs (del inglés pathogen-associated molecular patterns,
patrones moleculares asociados a patdgenos). Los PAMPs son moléculas con una funcion
enzimatica o estructural indispensable para el microorganismo, por ejemplo el lipopolisacarido y
la flagelina bacterianos y la quitina de las paredes fungicas. Esto hace que sean estructuras
sometidas a bajas tasas de cambio evolutivo. El reconocimiento de estos PAMPs por parte de
receptores de la planta (PRR) desencadena la resistencia basal llamada PTI (del inglés PAMPs-
triggered Immunity, inmunidad inducida por PAMPs). Ademds la planta también es capaz de
reconocer productos que se producen por la accion del microorganismo sobre la propia planta, a
estas estructuras se les denomina MIMPs (del inglés microbe-induced molecular patterns,
patrones moleculares inducidos por microbios) (Bent and Mackey 2007). Un ejemplo son los
mondmeros de cutina que se desprenden de las paredes de las células de la planta. La ventaja del
reconocimiento de MIMPs frente al reconocimiento de PAMPs es que aunque un microorganismo

modifique evolutivamente sus PAMPs puede seguir siendo reconocido por los MIMPs que genera
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al intentar atacar a la planta. Durante el proceso evolutivo los patégenos han disefiado moléculas
concretas que les permiten superar este primer nivel de respuesta inmune de la planta. Estas
moléculas son denominadas factores de virulencia (Avr) o mas cominmente "efectores" que son
introducidos por distintos medios dentro la célula de la planta donde bloquean la PTI. Asi hacen
qgue la planta sea susceptible a la infeccidn. A su vez, las plantas han disefiado una respuesta de
defensa secundaria basada en el reconocimiento de estos efectores. A este tipo de respuesta de
defensa se le llama ETI (del inglés Effector-Triggered Immunity, inmunidad inducida por
efectores) o formalmente conocida como resistencia gen a gen. De forma resumida, las plantas
tienen una serie de genes R que codifican para proteinas capaces de interaccionar de forma
especifica con los factores Avr (Bergelson et al 2011). La mayoria de genes R codifican para
proteinas polimdrficas NB-LRR que contienen un dominio de unién a nucleétidos (NB) y un
dominio rico en leucinas (LRR). La resistencia mediada por proteinas NB-LRR es efectiva frente a
patdgenos bidtrofos obligados o hemibidtrofos, pero no frente a patdégenos que matan al
huésped durante la colonizacion (necrétrofos). Tanto la PTI como la ETI conllevan ciertas
respuestas defensivas que se dividen de forma general en dos: respuestas de defensa répidas y
respuestas de defensa tardias. Dentro del primer grupo se encuentran el movimiento de iones a
través de la membrana plasmatica y sefializacién por Ca2+, la activacidén de las cascadas MAPK, la
acumulacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de dxido nitrico (NO), la fortificacidn de la
pared celular, la produccion de lipoxigenasas y fitoalexinas, y la respuesta hipersensible (Song and
Goodman 2001). Como respuestas de defensa tardias podemos destacar la sintesis de proteinas
relacionadas con la patdgénesis (PRs) (Van Loon and Van Strien 1999) las cuales son unas

proteinas con funcidn defensiva generadas por la planta ante el ataque de un patdgeno.

La estrategia de control de patdgenos por medio de la induccidn de la respuesta inmunitaria de la
planta se basa en utilizar PAMPs, MIMPs, efectores o moléculas que la planta reconozca como
andlogas a éstas, para conseguir que la planta desencadene su respuesta inmune y esté en una
situacién de “alerta”, preparada para contrarrestar la infeccién del patégeno. Estos compuestos
capaces de inducir las respuestas de defensa se denominan elicitores. Uno de los ejemplos
clasicos es el quitosan (quitina) que es un homopolisacarido de N-acetil-glucosamina el cual esta
presente en la cuticula de los artrépodos y en las paredes de los hongos (Bautista-Barios et al
2006, Bautista-Bafios et al 2003). En el caso del patosistema arroz - M. oryzae se ha visto que la
aplicacion de quitosan genera resistencia a la piriculariosis (Fujikawa et al 2009, Kishimoto et al
2010). Otros compuestos que actian como elicitores induciendo las respuestas de defensa a nivel
sistémico en arroz son las fitohormonas. Por ejemplo, el tratamiento de plantas de arroz con

acido salicilico o brasinoesteroides confiere resistencia frente a M. oryzae debido a la induccidn
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de las respuestas de defensa (Jiang et al 2012, Nakashita et al 2003). La aplicacién de acido
jasmonico sobre la planta de arroz induce la sintesis de un sesquiterpeno que presenta actividad

antifingica (Taniguchi et al 2014).

Activar y mantener las respuestas de defensa activadas supone un gasto energético y, por tanto
una situacion desfavorable en la planta (Helliwell and Yang 2013). Mediante biotecnologia se han
abordado diferentes estrategias con el fin de inducir la activacion de las respuestas de defensa en
la planta en el momento concreto en el que se necesitan, como la obtencidon de plantas
transgénicas que expresan genes de interés bajo el control de un promotor inducible por el
ataque del patégeno. Un ejemplo concreto es la sobreexpresion del enzima OsACS2 en arroz de
forma que la planta presenta unos niveles mas altos de etileno de forma inducible y la expresién
de genes de defensa especialmente en respuesta a la infeccion por patdgeno (Helliwell et al

2013).

El modo de accidén de algunos fungicidas de nueva generacién actualmente en el mercado se basa
en la activacion de las respuestas de defensa como es el caso del Probenazole. Se ha descrito que
el probenazole actia a través de la acumulacion de acido salicilico en la planta induciendo la
respuesta de defensa (Umemura et al 2009, Yoshioka et al 2001), aunque el mecanismo
mediante el cual lo hace auin no esta bien caracterizado (Noutoshi et al 2012). El probenazole se
utiliza de forma profilactica para proteger el arroz de enfermedades causadas por hongo vy

bacterias.

3.5 Control bioldgico

El control bioldgico es una estrategia de defensa en pleno desarrollo basada en la utilizacidn de un
organismo capaz de controlar de alguna forma la enfermedad causada por un patdgeno,
consiguiendo asi reducir el impacto de la enfermedad sobre el cultivo. Existen distintas maneras
mediante las cuales el agente de biocontrol (ACB) puede afectar al patégeno reduciendo su
virulencia. A continuacién describiremos brevemente los organismos de biocontrol en funcion del

modo de accion, haciendo énfasis en los ejemplos para el caso de M. oryzae.

Depredadores. El organismo se alimenta preferentemente del patdgeno que nos interesa
controlar, disminuyendo asi su poblacion y haciendo que sean menos dafiinos para el cultivo. Los
hongos de género Trichoderma se caracterizan por ser micéfagos (Ojha and Chatterjee 2011,
Steyaert et al 2003). Concretamente la especie Trichoderma hamatum se ha utilizado en el

control de M. oryzae (Studholme et al 2013).
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Parasitoides. El organismo introducido se alimenta de forma externa o interna de los recursos del
patégeno. Asi limitan la estabilidad y la importancia de la plaga. El parasitismo puede involucrar la
produccién de enzimas extracelulares, como quitinasas y proteasas, que lisan la pared celular del
patégeno. Un ejemplo de organismo parasitoide de M. oryzae es el micovirus chrysovirus 1-B que
afecta al desarrollo y crecimiento vegetativo del hongo consiguiendo controlar la piriculariosis

(Urayama et al 2014).

Antagonistas. En este caso el organismo compite directamente con el patégeno por algun recurso
o nutriente e impide que la poblacidon de éste aumente de forma dptima. Es importante que el
recurso por el que compitan ambas especies no sea un recurso que venga del cultivo, ya que en
ese supuesto estariamos introduciendo una nueva plaga. Se han identificado bacterias
antagonistas, como muchas rizobacterias PGPR, cuyo modo de accidn es la competencia por
hierro a través de la produccién de siderdforos. A nivel de laboratorio, se han seleccionado cepas
de Lysobacter enzymogenes, Pseudomonas fluorescens, Bacillus polymyxa y Streptomyces
sindeneusis como antagonistas de M. oryzae (Karthikeyan and Gnanamanickam 2008, Mathioni et
al 2013, Zarandi et al 2009). Sin embargo, un estudio realizado por Yang J.H. y colaboradores
indicd que no existe correlacidn entre la presencia de especies antagonistas de M. oryzae y su
utilidad como método de biocontrol (Yang et al 2008). Por tanto, la tarea de encontrar una
especie iddnea para el control de un patdégeno concreto no resulta tan directa como la seleccidn

de organismos antagonistas de su ambiente.

Inductores de la resistencia sistémica. Es un organismo que por sus caracteristicas desencadena
la respuesta de defensa haciendo que la planta esté preparada o “en alerta” para contrarrestar el
ataque del patégeno, disminuyendo asi las probabilidades de ser infectada. Es el mismo caso que
hemos visto en el apartado anterior pero donde la defensa es disparada por otro organismo. Por
ejemplo, el ascomiceto parasitario mutualista del arroz Harpophora oryzae dispara las defensa
sistémica de la planta, consiguiendo asi que la planta este previamente preparada frente a un
ataque de M. oryzae (Su et al 2013). Otros ejemplos son las bacterias Pseudomonas fluorescens
Aur 6 and Chryseobacterium balustinum Aur 9 que también promueven la respuesta defensiva de

la planta confiriéndole resistencia frente a la piriculariosis (Lucas et al 2009).

Secretores de agentes antimicrobianos. En este caso el organismo que introducimos secreta
sustancias antimicrobianas que atacan al organismo patdégeno causando la muerte o inhibiendo el
crecimiento o el desarrollo de la infeccién. Un ejemplo es el hongo Streptomyces globisporus JK-1
que produce compuestos antifingicos que inhiben la germinacién, la formacién de apresorio y el

crecimiento micelar de M. oyrzae (Li et al 2011).
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Las ventajas que ofrece el control bioldgico frente a otro tipo de estrategias mas convencionales
es un menor impacto sobre el ecosistema haciendo que la agricultura sea mas sostenible en el
tiempo. La idea en la que se basa el control biolégico es que ambas poblaciones, el agente de
biocontrol y el patdgeno, lleguen a un equilibrio como el que ocurriria en condiciones naturales.
Sin embargo, existe también el contrapunto de que la introduccion de un organismo de un
ecosistema diferente puede dar lugar a un desequilibrio poblacional en el otro sentido, lo cual

supondria un impacto para el medio ambiente.

3.6 Fungicidas “low-risk”

Se entiende por fungicidas de baja toxicidad (low-risk) a compuestos con actividad antifungica que
no afecten a otros organismos incluidos a los seres humanos. Debido a la legislacion en el tema de
fungicidas cada vez mas restrictiva, la caracterizacion y aplicacién en la agricultura de este tipo de
compuestos esta teniendo cada vez un mayor impacto. Dentro de los compuestos low-risk se
engloban en su mayoria compuestos naturales, con una gran relevancia de los extractos naturales
de plantas. En concreto, en el control de la piriculariosis se han aislado compuestos especificos de
origen natural como por ejemplo la ent-10-oxodepresina, un terpeno aislado de las hojas de arroz
que impide la germinacién de la espora y formacidn del tubo germinativo en el hongo M. oryzae
(Inoue et al 2013). Otros ejemplos son el acidio hidroxi linoleico que inhibe el crecimiento
vegetativo del hongo (Yara et al 2008) o la decusina, una cumarina perteneciente a las
benzopironas aislada de la planta Angelica gigas y que tiene gran capacidad inhibiendo la

germinacion de las esporas de M. oryzae (Yoon et al 2011).

Dentro de este apartado de compuestos fungicidas con baja toxicidad destacamos los péptidos
antimicrobianos (AMPs). Los AMPs son péptidos de pequefio tamafio presentes en todos los
organismos como barrera defensiva. Se ha avanzado mucho en el conocimiento de AMPs debido a
sus prometedoras expectativas como agentes antimicrobianos. Existen varios ejemplos de
utilizacidn de péptidos antimicrobianos en el control de la piriculariosis, ya sean naturales como el
péptido AFP (Tabla 1) (Moreno et al 2006) o sintéticos como Hcm1 (Che et al 2011). En el
siguiente apartado comentaremos en detalle qué son los péptidos antimicrobianos y su potencial

utilizacion en agricultura.
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4. Péptidos antimicrobianos como estrategia
alternativa de control

4.1 Descripcion general de péptidos antimicrobianos vy
clasificacion

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son un grupo de péptidos evolutivamente conservados que
forman parte de los mecanismos de defensa de multiples organismos, desde procariotas hasta
animales pluricelulares como los seres humanos (Auvynet and Rosenstein 2009, Lépez-Garcia et al
2012, Zasloff 2002). Los primeros AMPs se identificaron en los organismos procariotas; ya en 1939
se aislaron las gramicidinas de Bacillus brevis con actividad antimicrobiana in vitro e in vivo frente
a un amplio rango de bacterias gram-positivas (Dubos 1939a, Dubos 1939b). Mas tarde, durante
la segunda mitad del siglo pasado, se determind que algunas sustancias antimicrobianas
producidas por distintos organismos eucariotas también tenian naturaleza proteica. Un estudio
crucial en la historia de los AMPs fue en 1981 el aislamiento de dos pequefios AMPs catidnicos
procedentes de insectos, las cecropinas A y B (Steiner et al 1981). Desde entonces, se han
caracterizado un gran numero de pequefas proteinas y AMPs naturales, en general de menos de
50 aminodcidos, con propiedades anfipaticas. La mayoria de los AMPs tienen carga neta positiva a
pH fisiolégico debido a su alto contenido en residuos de arginina y lisina (Marcos and Gandia
2009), aunque también se han reportado en los Ultimos afios algunos AMPs anidnicos (Harris et al
2009). Existen ejemplos de AMPs en todos los reinos taxonédmicos, como las defensinas en
animales y plantas (Lay et al 2012) las cecropinas en insectos (Ren et al 2012), el péptido AFP en
hongos (Hagen et al 2007) o los lantibidticos en bacterias (Dischinger et al 2014, Kindrachuk et al
2013). La gran cantidad de datos sobre AMPs ha propiciado el desarrollo de diferentes bases de

datos, como son ‘Antimicrobial Peptide Database’ (http://aps.unmc.edu/AP/main.html) (Wang et

al 2009b), ‘CAMP: Collection of Anti-Microbial Peptides’ (http://www.camp.bicnirrh.res.in/)

(Waghu et al 2014), y la base de datos especifica de AMPs de origen vegetal “PhytAMP database”

(phytamp.pfba-lab-tun.org) (Hammami et al 2009).

Los AMPs pueden subdividirse en diferentes grupos en base a su origen, composicién vy
estructura. Segun caracteristicas estructurales los AMPs se clasifican en péptidos lineales,
péptidos con estructuras globulares estabilizadas por puentes disulfuro, péptidos con
aminodcidos no usuales y modificaciones post-traduccionales como los lantibiéticos, etc. Existen

péptidos ricos en algin aminodacido concreto. Este es el caso de los péptidos ricos en prolina como
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las apidaecinas de abejas y PR-39 (Tabla 1) de cerdos; los péptidos de plantas shepherin | y Il
tienen alto contenido en glicina y son de los pocos AMPs de plantas sin cisteinas; indolicidinas
(Tabla 1) son ricas en triptéfano o hitatinas en histidina; una gran mayoria de AMPs (e.g.
defensinas, AMPs de plantas y AFP de hongos) contienen cisteinas con enlaces disulfuro dando
lugar a estructuras compactas y estables a condiciones adversas y la degradacion por proteasas.
Ademas, atendiendo a su origen los AMPs se dividen en dos grandes grupos, los péptidos de

origen natural y los sintéticos.

4.1.1 Péptidos antimicrobianos naturales

Los péptidos antimicrobianos naturales son los que ya existen formando parte del proteoma de
un organismos concreto o conservado en varios filos. Estos péptidos son directamente aislados y
secuenciados para conocer los residuos aminoacidicos que lo componen asi como su estructura

secundaria y su conformacidn tridimensional si la tuviese.

Péptidos antimicrobianos lineales

En su mayoria, este grupo de péptidos presentan una estructura secundaria en hélice- a. En
soluciéon acuosa estos péptidos suelen estar desestructurados, pero adquieren su conformacién
secundaria al interaccionar con una membrana anfipatica o un sistema que simula una
membrana. Entre el 30-50% de los péptidos antimicrobianos conocidos y estudiados a dia de hoy
pertenecen a esta categoria. Esto es debido a que son péptidos relativamente faciles de sintetizar,
lo cual favorece que sean caracterizados en el laboratorio. Dentro de los AMPs lineales vamos a
destacar la familia de las cecropinas (Tabla 1) que originalmente fueron aislados de la mariposa
nocturna Hyalophora cecropia, aunque se han encontrado andlogos en otras especies de insectos.
Las cecropinas tienen entre 35-37 residuos y se dividen en 3 grandes subgrupos A, B y D (Steiner
et al 1981). Estructuralmente hablando las cecropinas presentan una hélice-a anfipatica en el
extremo amino-terminal (Nt) basico, una secuencia central corta y flexible rica en glicinas y
prolinas, y una hélice-a hidrofdbica en su extremo carboxi-terminal (Ct). Esta estructura es
responsable de la actividad frente a bacterias (como Escherichia coli, Erwinia carotovora vy
Pseudomonas syringae) y hongos (como Phytophthora infestans y Rhizoctonia solani), confiriendo
al péptido la capacidad de perturbar la membrana y formar canales idnicos dependientes de
voltaje (Christensen et al 1988, Fu et al 2004, Lee et al 2013). Concretamente, en este estudio
utilizaremos la Cecropina A (CecA), un AMP de 37 aminoacidos con actividad antimicrobiana
reportada frente a numerosos hongos y bacterias (De Lucca et al 1997, Giacometti et al 2003,
Steiner et al 1981). Recientemente se ha descrito la actividad antiinflamatoria de CecA y su modo

de accion sobre las membranas bioldgicas (Lee et al 2015a). CecA no es un péptido hemolitico y

-33-



Introduccidon general

es toxico frente a células de mamiferos a concentraciones muy superiores a la concentracion MIC
a la que inhibe el crecimiento de los microorganismos. La melitina (Tabla 1) es un péptido de 26
aminodacidos que es el constituyente principal del veneno de las abejas. Su estructura secundaria
consta de 2 hélices-a con un extremo Nt hidrofobico y un extremo Ct hidrofilico. Se une a
membranas anfipaticas formando poros y afectando el flujo de iones. Aunque se ha mostrado su
potencial aplicacidn en el tratamiento de algunos tipos de cdncer (Zhang et al 2014), la melitina
es altamente téxica y hemolitica en células de mamiferos. Otros AMPs lineales identificados en
insectos son la drosocina y las apidaecinas (Tabla 1), péptidos ricos en prolina cuyo mecanismo de
accion parece ser diferente al de la mayoria de AMPs identificados. En ambos casos, los péptidos
sintetizados con los esteroisémeros D de los aminoacidos naturales no son activos, lo que
indirectamente implica un proceso de reconocimiento estereoselectivo (Casteels and Tempst
1994). Ambos péptidos interaccionan de forma especifica con la proteina bacteriana de choque

térmico DnaK; sin embargo no unen la proteina equivalente en humanos (Otvos et al 2000).

Junto con los insectos, otra importante fuente de péptidos antimicrobianos son los anfibios.
Xenopus laevis segrega en la piel el péptido antimicrobiano magainina (Tabla 1) (Zasloff 1987). Las
magaininas 1 y 2 (péptidos de 23 aminoacidos) presentan actividad frente a gran variedad de
bacterias, hongos y protozoos mediante la formacidon de poros en sus membranas, pero no son
toxicas frente eritrocitos humanos (Yang et al 2000). Esta propiedad no hemolitica podria
deberse a una interaccion péptido-colesterol en las membranas de mamiferos que inhibe la

formacién de estructuras del péptido responsables de la lisis (Wieprecht et al 1999).

En mamiferos también se han identificado péptidos lineales como la lactoferricina, las histatinas
y las catelicidinas (Tabla 1). Estos uUltimos constituyen una familia ampliamente estudiada con
péptidos de entre 12 y 80 residuos aunque la mayoria tienen entren 25-30 (Zanetti 2004). Muchas
cathelicidinas presentan estructura en hélice-a, como LL-37/hCAP18 (aislada de humanos) (Bals et
al 1998) y CRAMP (aislada de ratdn) (Gallo et al 1997); otras son ricas en prolina y arginina,
haciendo poco probable la estructura secundaria, como es el caso de PR-39 aislada del intestino
de cerdo (Chan and Gallo 1998, Veldhuizen et al 2014). Las cathelicidinas, a diferencia de otros
muchos AMPs, retienen la actividad a altas concentraciones de sal y su mecanismo de acciéon no
estd Unicamente relacionado con la formacion de canales (Boman et al 1993, Chan and Gallo
1998). Se ha demostrado la implicacion de LL-37 en la respuesta inmune e inflamatoria en
humanos (Babolewska and Brzezinska-Blaszczyk 2015, Lee et al 2015b). La lactoferricina B es un
fragmento peptidico de 25 aminoacidos del dominio Nt de la lactoferrina bovina, liberado tras

digestion con pepsina y que tiene propiedades antimicrobianas frente a un amplio rango de
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microorganismos (Wakabayashi et al 2006). Estudios de resonancia magnética nuclear han
revelado que la estructura tridimensional de lactoferricina B es una hoja 3 antiparalela y que los
residuos hidrofilicos y positivos rodean a la superficie hidrofébica, sugiriendo interacciones del

péptido con la membrana bioldgica (Hwang and Vogel 1998).

Tabla 1 Secuencias de algunos de los péptido s antimicrobianos naturales de diferentes origenes

Cecropina A
Cecropina B
Melitina
Drosocina
Magainina 2
PR-39(15-mer)
Indolicidina
Lactoferricina B
Histatina 5
Defensina o hNP-1
Defensina 8

AFP (A. gigantus)

KWKFKKIEKMGRNIRDGIVKAGPAIEVIGSAKATL
KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ
GKPRPYSPRPTSHPRPIRV
GIGKFLHSAKKFGKAFVALKAL
RRRPRPPYLPRPRPP

ILPWKWPWWPWRR
FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF
DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
VVCACRRALCLPRERRAGFCRIRRGRIHLCCRR
DHYNCVSSGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK

ATYNGKCYKKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKKCPRDGAKCEFDSYKGKCYC

Tionina V RVCRRRSAGFKGLCMSDHNCAQVCLQEGWGGGNCDGVMRQCKCIRQC

Dm-AMP1 ELCEKASKTWSGNCGNTGHCDNQCKSWEGAAHGACHVRNGKHMCFEFCYFNC

Heveina EQCGRQAGGKLCPNNLCCSQWGWCGSTDEYCSPDHNCQSNCKD

Ib-AMP1 QWGRRCCGWGPGRRYCVRWC

MiAMP2 DPQTECQQCQORRCRQQO-ESGPRQQQYCORRCKEICEEEEEYN

Snakina-2 YSYKKIDCGGACAARCRLSSRPRLCNRACGTCCARCNCVPPGTSGNTETCPCYASLTTHGNKRKCP

Péptidos globulares con puentes disulfuro

Estos AMPs presentan estructuras relativamente mas complejas que los péptidos lineales y es
esta estructura la que dicta su actividad bioldgica. Una de las familias mds importantes son las
defensinas, como las a-defensinas y B-defensinas en mamiferos (Tabla 1) (Brogden et al 2003,
Ganz 2004, Lehrer 2004), las defensinas de insectos (Zhang and Zhu 2009), y las defensinas de
plantas (Garcia-Olmedo et al 1998). Las defensinas se agrupan en varias clases estructurales,
segun sus puentes disulfuro, estructura y homologia de secuencia (Zhao and Lu 2014). Las a-
defensinas, aisladas de humanos, conejos, cerdos y ratas, son altamente catidnicas y consisten en
29-35 aminoacidos con una distribucidon de residuos de cisteina conservada. Las -defensinas,
aisladas a partir de neutréfilos bovinos, son péptidos similares a las o-defensinas pero con
diferente distribucion de puentes disulfuro. Consisten en 38-42 residuos y son principalmente

antibacterianos. En sus formas monoméricas, todas las a- y B-defensinas contienen tres hebras 3

antiparalelas entrecruzadas por 3 6 4 puentes disulfuro. Tanto las defensinas de insectos como
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las de plantas son mas largas que las a- y B-defensinas de vertebrados y tienen una estructura o

helicoidal.

Dentro de este tipo de péptidos globulares destacar los AMPs de plantas cuya caracteristica
general es que son péptidos catidnicos de pequefio tamafo con propiedades anfipaticas y ricos en
cisteina (LOpez-Garcia et al 2012, Padovan et al 2010, Sels et al 2008). Como hemos comentado
antes, las defensinas de plantas son muy similares a las defensinas identificadas en insectos. Se
han identificado miembros de esta familia en todo tipo de plantas, tanto monocotiledéneas como
dicotiledéneas y se han encontrado en todo tipo de tejidos desde hojas, raices, flores o semillas.
Son péptidos de 45-55 aminoacidos con 8 cisteinas unidas por puentes disulfuro. Su estructura
tridimensional esta formada por 3 laminas-B y una hélice-a formando un tipo de estructura
caracteristica llamada BapB. Presentan actividad antimicrobiana frente a una gran cantidad de
hongos y levaduras (Carvalho and Gomes 2009). Las tioninas (Tabla 1) son una familia de péptidos
de aproximadamente 5KDa, de 45 a 48 aminodcidos, que presentan un tipo de estructura
denominada plegamiento-y (gamma) con dos dominios, el brazo vertical formado por helices-a y
el horizontal constituido por dos ldminas- antiparalelas (Ji et al 2015, Stec 2006). Son activas
frente a una gran variedad de hongos patdgenos y especies bacterianas, aunque son ineficaces
frente a géneros concretos como Pseudomonas, Ralstonia o Erwinia (Slusarenko et al 2000,
Titarenko et al 1997). Ademas de su implicaciéon en los mecanismos de defensa de las plantas,
diversas evidencias sugieren un papel para algunas tioninas y defensinas en la adaptacién de las
plantas al estrés abidtico (Carvalho and Gomes 2009, Jung et al 2005). Otra familia de AMPs
vegetales son las snakinas . Los primeros miembros que se aislaron fueron snakin-1 (63
aminoacidos) y snakin-2 (66 aminoacidos) (Marmiroli and Maestri 2014). Presentan estructuras
analogas a las de las proteinas GAST y GASA de Arabidopsis (Porto and Franco 2013) y son
similares a algunas proteinas animales como los venenos hemotdxicos de las serpientes.
Actualmente se han predicho ortélogos de snakinas en otras plantas, por ejemplo maiz (ZmGASA-
like), arroz (GAST1), y tomate (RSI-1) (PhytAMP, phytamp.pfba-lab-tun.org) (Nahirfiak et al 2012).
Son basicas y contienen 12 motivos de cisteina que son estabilizados por 6 puentes disulfuro. A
pesar de las grandes variaciones a nivel de secuencia, todas las snakinas presentan rangos de
accion antimicrobiana muy similares inhibiendo hongos filamentosos y bacterias a
concentraciones inferiores a 10 uM. Destacar también los péptidos tipo Knottina que presentan
una estructura caracteristica de “nudo” formada por un puente disulfuro que pasa a través de un
macrociclo formado por otros 2 disulfuros (http://knottin.cbs.cnrs.fr/). Esta estructura puede ser
utilizada en la industria farmacéutica y agroquimica para el desarrollo de futuros compuestos

antimicrobianos. Dentro de esta familia de péptidos tipo Knottina mencionar algunos miembros
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del subgrupo ciclétidos, que al contrario que la mayoria de los AMPs conocidos presentan carga
negativa. Ademas de su actividad antimicrobiana, algunos péptidos tipo Knottina, en particular los
ciclétidos, y algunas defensinas de plantas y tioninas muestran actividad en el control de
enfermedades causadas por insectos (Gruber et al 2007). En algunos casos el péptido se une a las
membranas epiteliales perforandolas (Barbeta et al 2008), pero en otras ocasiones el péptido
actia como un inhibidor de la digestién impidiendo el crecimiento del insecto (Carvalho and
Gomes 2009). Ademas mencionar otros AMPs de plantas como los péptidos tipo Heveina (Tabla
1) con dominios ricos en glicina y cisteina (Slavokhotova et al 2014), el péptido Mi-AMP1 (Tabla
1) aislado de Macadamia integrifolia cuya estructura son 8 laminas-B dispuestas en forma de
barril (McManus et al 1999), la familia de péptidos Mi-AMP2 también aislados de M. integrifolia y
con algunos miembros con caracter aniénico (Marcus et al 1999), y la familia de péptidos Ib-
AMPs identificados en semillas de Impatiens balsamina y que constituyen los AMPs mas
pequefios encontrados hasta la fecha en plantas con tan solo 20 aminoacidos (Nawrot et al

2014).

Finalmente, mencionar en este apartado los AMPs ricos en cisteina procedentes de ciertos hongos
gue se han denominado AFP (del inglés antifungal protein) (Kovacs et al 2011, Lee et al 1999,
Martinez-Ruiz et al 1997, Vila et al 2001). Estos péptidos AFP presentan actividad frente a una
gran variedad de hongos filamentosos, aunque no tienen efecto sobre el crecimiento de células
de mamifero, levaduras y eubacterias. Ademas, son muy estables frente a la desnaturalizacién
térmica y la proteolisis. La proteina AFP secretada por el hongo Aspergillus giganteus ha sido
resulta estructuralmente (Campos-Olivas et al 1995). Es una proteina pequena, de 51
aminodcidos y rica en residuos lisina y tirosina, 6 y 12 respectivamente, lo cual le confiere un
cardacter bdasico. Su estructura es muy compacta, con 8 cisteinas formando 4 puentes disulfuro. Se
conocen proteinas homaélogas a AFP en otros hongos, siendo la mas semejante la proteina PAF (P.
chrysogenum antifungal protein) del hongo Penicillium Chrysogenum (Kaiserer et al 2003, Marx et

al 1995).

Péptidos con modificaciones post-traduccionales

El tercer tipo de péptidos de esta clasificacidon son los péptidos que sufren modificaciones una vez
el péptido ya ha sido sintetizado. Existen varios tipos de modificaciones, desde glicosilaciones o
halogenaciones hasta inclusion de D-aminodcidos u otros aminoacidos no proteogénicos (Zasloff
2002). Una ventaja de este tipo de compuestos es que las encimas bioldgicas estan
frecuentemente adaptadas para funcionar con aminodcidos proteogénicos, asi que este tipo de

péptidos suele ser mas dificil de degradar por otras bacterias.
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El caso mas conocido son las bacteriocinas, péptidos producidos por bacterias gram-positivas que
tienen actividad frente a otros procariotas (Gabrielsen et al 2014, Lohans and Vederas 2014,
Snyder and Worobo 2014). Dentro de las bacteriocinas, la clase | estd constituida por los
lantibidticos, AMPs de menos de 4 kDa a las que se les introduce postraduccionalmente el
aminodcido no proteogénico Lantionina. El mas famoso de los lantibiéticos es la nisina que debido
a su actividad antimicrobiana es usado como conservante en la industria alimentaria (Arthur et al
2014, Hansen and Sandine 1994). Otros AMPs no ribosémicos son los lipodepsipéptidos ciclicos
gue contienen enlaces ester ademds de los enlaces amida, como por ejemplo las syringomicinas

producidas por Pseudomonas syringae (Bender et al 1999)

4.1.2 Péptidos antimicrobianos sintéticos

En muchos casos, se ha estudiado el modo de accién de péptidos naturales a través de péptidos
sintéticos, asi como las caracteristicas estructurales y relevancia de determinados aminoacidos en
la funcion antimicrobiana y su especificidad. Por ejemplo, se han empleado péptidos sintéticos
para establecer la secuencia primaria de las cecropinas y determinar los pasos involucrados en su
biosintesis (Merrifield et al 1994). Mediante el estudio con péptidos sintéticos analogos a las
cecropinas de insectos y la cecropina P1 de mamifero se ha estudiado la diferente especificidad
frente a bacterias gram-positivas y gran-negativas (Gazit et al 1995). A partir de estudios
estructurales de interaccidon de un hexapéptido derivado de la lactoferricina B (LfcinB4,) (Tabla 2)
unido a micelas de SDS se determind un papel importante para los dos residuos de triptéfano
localizados mas profundamente en la micela que los residuos de arginina y glutamina (Schibli et al

1999).

Modificacion de péptidos naturales

La sintesis quimica de péptidos nos permite obtener nuevas secuencias peptidicas a partir de la
modificaciéon de péptidos naturales con el fin de mejorar sus propiedades antimicrobianas (e.g.
mayor potencia, ampliar o reducir el espectro de accidn,...) y/o evitar algunas de las propiedades
no deseables (e.g. toxicidad a células no diana, susceptibilidad a la degradacion, presencia de
epitopos que disparen reacciones inmunes, baja solubilidad...) (Ng-Choi et al 2014). Un ejemplo
muy caracteristico es la sintesis de péptidos hibridos a partir de la secuencia de péptidos
naturales para incrementar su actividad antimicrobiana, como por ejemplo los péptidos hibridos
cecropina-melitina (Andreu et al 1992, Ferre et al 2006) o fusiones de cecropina, magainina Il y
LL-37 (Fox et al 2012) (Tabla 2). También se puede incrementar su actividad introduciendo en el
extremo N-terminal motivos de unidon a metales pesado, lo cual incrementa su actividad

antimicrobiana (Libardo et al 2014). Una manera de incrementar el efecto del péptido es
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disminuir su degradacién. El péptido MB39 (Tabla 2) es un derivado de la Cecropina B (Tabla 1)
mas resistente a la degradacion por proteasas, asi que su efecto es mas prolongado (Owens and
Heutte 1997). Se puede conseguir también esta resistencia a la degradacién utilizando D-
aminodacidos ya que las proteasas celulares han evolucionado hacia el reconocimiento de las
formas L. Esto es lo que se hizo por ejemplo con la lactoferrina B (Wakabayashi et al 1999) o el
péptido M33 (Falciani et al 2012). Otra de las razones comunes de modificacion de péptidos
naturales es la reduccién de cualidades indeseables. Frecuentemente se pretende que el péptido
no sea toxico para animales superiores ni humanos. Por ejemplo el péptido GI24 (Tabla 2)
derivado de la catelicidina PAMP-36 (Lv et al 2014) o los péptidos piceain 1y 2 derivados a partir
de la proteina EF087003.1 de Picea sitchensis (Liu et al 2011a) (Tabla 2). En base a que un
componente importante en el modo de accidon de muchos AMPs es la interaccién electrostdtica
entre el péptido y el microorganismo (como veremos mas adelante), otra de las caracteristicas no
deseables de los AMPs es su inactivacion en medios de alta fuerza idnica. Para ello se sabe que es
especialmente interesante aumentar la hidrofobicidad del péptido mediante la introducciéon de
aminodacidos apolares. Se ha descrito que este efecto se puede conseguir sustituyendo las His y
Trp del péptido por los aminoacidos no proteogénicos B-naftilalanina y B-bifenilalanina (Yu et al
2011). Esta estrategia fue puesta en practica para el disefio del péptido D-Nal-Pac-525 (Tabla 2),
gue es un derivado de un fragmento de la histatina 5 (Tabla 1), con capacidad de accién en altas
concentraciones de sal (Wang et al 2009a). Otra estrategia consiste en el disefio de secuencias
ciclicas, por ejemplo defensinas ciclicas (Yu et al 2000). También se puede favorecer la actividad
del péptido en concentraciones de sales no fisioldgicas mediante la adicién de puentes disulfuro
dentro de la molécula, como por ejemplo se ha hecho con las protegrinas (Harwig et al 1996). Se
puede modificar la secuencia de un péptido natural para evitar que el péptido actue de forma
litica sobre la membrana del organismo y efectlde una funcién en una diana intracelular. En este
caso Arias y colaboradores modificaron la secuencia de la Tritrpticina, cambiando los 3 Trp
centrales por 5-hidroxitriptéfano. Asi consiguieron que el péptido perdiese su modo de accién
litica pero sin disminuir su MIC. Esto hace pensar que el péptido estd internalizandose y afectando
a una diana intracelular (Arias et al 2015). Este es uno de los objetivos de este trabajo, identificar
péptidos capaces de bloquear un proceso especifico del p€roceso infectivo del patégeno pero sin

afectar a la viabilidad del mismo.

Péptidos sintéticos de novo

Otra fuente importante de péptidos sintéticos es la sintesis de novo de péptidos con posible
actividad antimicrobiana y que no existen en la naturaleza. Una estrategia para la sintesis de novo

es el disefo racional, es decir la utilizacién de los conocimientos previos en cuanto a la secuencia
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de los péptidos naturales y sus caracteristicas estructurales con la idea de disefiar secuencias
peptidicas que presenten las caracteristicas que buscamos (Marcos et al 2008, Zeitler et al 2013).
Se han sintetizado una serie de péptidos teniendo en cuenta la distribucién de carga e
hidrofobicidad de los péptidos naturales, como por ejemplo ESF1 (Tabla 2) que mimetiza la
distribucidn de cargas y estructura en hélice-a anfipatica encontrada en las magaininas (Powell et
al 1995). En ocasiones una alternativa es la modificacion de aminoacidos concretos para hacer
desaparecer secuencias reconocibles por proteasas, aumentando asi el efecto la vida media del
péptido y por tanto su efecto (Ong et al 2014). Por ejemplo Kim y colaboradores disefiaron los
péptidos GNU6 y GNU7 (Tabla 2) que pueden mantenerse estables durante al menos 12 horas en
presencia de las proteasas tripsina, quimotripsina y aureolisina (Kim et al 2014a). En algunos
casos se disefian péptidos cuyo efecto es sinérgico al ser aplicados junto a otro compuesto como

un antibidtico u otro péptido. Por ejemplo los péptidos &-Fm, &-Fmscr y Ud que tienen baja

actividad antibacteriana pero al ser combinados con rifampicina o kanamicina aumentan 34 veces

su actividad (Anantharaman et al 2010).

Tabla 2 Secuencias de algunos péptidos antimicrobianos sintéticos de interés

MB39 HQPKWKVFKKIEKVGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKALG
Cecropina-melitina KWKLLKKIGAVLKLV

cM11 KWKLFKKILKVL

Pep3 WKLFKKILKVL

CA(1-8)M(1-18) KWKLFKKIGIGAVLKVLTTGLPALIS
CecropinaA-magainina2 KWKLFKKIGIGKFLHSAKKF

MsrAl MALEHMKWKLFKKIGIGAVLKVLTTGLPALKLTK
CAMEL 0O (cecropina- maigainina) KWKLFKKIGAVLKVL

Gl24 GRFRRLRKKTRKRLKKIGKVLKWI

ESF1 MASRAAGLAARLARLALRAL

D4E1 FKLRAKIKVRLRAKIKL

ESF39A GTGATGGTGATGGTGATG

Piceain 1 KSLRPRCWIKIKFRCKSLKF

Piceain 2 RPRCWIKIKFRCKSLKF

Lfcin Ba.g RRWQWR

PAF26 RKKWEW

PAF42 (D-aminoacidos) WRKKWEW

PAF102 GHRKKWEWAGPARRKKWEFWAGPAWRKKWEW
BP100 KKLFKKILKYL

PAC-522 KWRRWVRW I

GNU6 RITRPIIQIIKQKIR

GNU7 RLLRPLLQLLKQKLR

La segunda estrategia consiste en el uso de la quimica combinatoria. La principal caracteristica de

las bibliotecas combinatoriales de péptidos (SCL, del inglés synthetic combinatorial library) es la
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posibilidad de evaluar de una manera rapida gran cantidad de péptidos con gran diversidad
guimica, pudiendo introducir aminodcidos naturales L, sus estereoisdmeros D, e incluso otros
aminoacidos no naturales (Blondelle and Houghten 1996, Houghten et al 1991). Se define una
SCL como una coleccion ordenada de péptidos o mezcla de péptidos y que representa la
diversidad de secuencias de péptidos de un tamafio o propiedad concreta. Las SCLs pueden
dividirse en bibliotecas genéricas o parciales. Ese orden intrinseco de la biblioteca permite
identificar la funcién biolégica individual de una secuencia en concreto. En las bibliotecas
genéricas se suele determinar la longitud del péptido y los aminodcidos utilizados de forma que
engloban una gran diversidad quimica con el fin de aumentar la probabilidad de identificar
compuestos con la propiedad de interés. Las SCLs parciales se originan alrededor de un
compuesto (del inglés lead compound) previamente identificado y cuya finalidad es la
optimizacion de ese compuesto lider. Para la identificacién de las secuencias activas presentes
dentro de las posibles combinaciones que ofrece la SCL existen 2 estrategias independientes o
también denominados procesos de deconvolucion: el proceso iterativo y el rastreo posicional. El

proceso iterativo consiste en identificar sucesivamente los aminoacidos mas apropiados para cada

posicion mediante ciclos de ensayo, seleccién y sintesis. Las primeras SCLs disefiadas para este
tipo de estrategia constaban de 6 posiciones y en cada una de ellas se utilizaban los 20
aminodcidos proteogénicos (Houghten et al 1991, Houghten et al 1992). La segunda estrategia

de deconvolucidn es el rastreo posicional en el cual las secuencias activas se identifican en un

Unico ensayo (Pinilla et al 1992). Una biblioteca en formato de rastreo posicional se divide en
tantas sub-bibliotecas como nimero de aminodcidos contenga la secuencia; cada sub-biblioteca
contiene una posicidn definida y estd compuesta por tantas mezclas como aminoacidos diferentes
se incluyan, siendo el resto de las posiciones ocupadas por una mezcla equimolar de todos los
compuestos utilizados. Esta estrategia tiene como ventaja frente al proceso iterativo la rapidez;
por el contrario la principal limitacién de una SCL en rastreo posicional es que al aumentar el
nimero de posiciones en el péptido y/o la variabilidad de los aminodcidos utilizados aumenta el
nimero de mezclas a evaluar y/o la complejidad de las mismas. Es necesario llegar a un
compromiso entre la longitud del péptido, es decir el nimero de mezclas a evaluar, y la
concentracién efectiva de cada uno de los péptidos definidos dentro de la mezcla a evaluar. Si se
pretenden evaluar los 20 aminodcidos naturales, normalmente se suelen utilizar SCLs disefiadas
para hexapéptidos, lo cual da lugar a 120 mezclas a evaluar. Con el fin de disefiar péptidos de
mayor longitud sin aumentar de forma inabarcable el nimero de mezclas, las estrategias a seguir
son reducir el nimero de aminoacidos a evaluar y/o las posiciones del péptido que se desean
optimizar. Un ejemplo de interés es la obtencién del péptido BP100 (Tabla 2) a partir de la

optimizacion de dos posiciones del decapéptido sintético BP76 y la modificacion del extremo Nt
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(Badosa et al 2007). Otro ejemplo es el disefio de una biblioteca utilizando solamente 7

aminodcidos (K, L, V, F, S, Q, y P) frente a Candida albicans (Hong et al 1998).

Como hemos comentado, una ventaja de la sintesis de péptidos es aumentar la diversidad
guimica presente en la naturaleza. De igual forma, para el disefio de SCLs podemos utilizar D-
aminodcidos u otros aminodacidos no naturales con el fin de aumentar la diversidad quimica e
incrementar su estabilidad ya que son menos susceptibles a la degradacion (Blondelle et al 1994,
Midura-Nowaczek and Markowska 2014, Ong et al 2014). Existen muchos ejemplos de SCLs que
utilizan D-aminodacidos u otros aminoacidos no naturales (Lépez-Garcia et al 2002, Pinilla et al
1998, Poreba et al 2014, Reed et al 1997, Roychoudhury et al 1998). El péptido antimicrobiano
PAF26 (Tabla 2) fue obtenido utilizando una SCL de hexapéptidos en formato de rastreo
posicional sintetizada con los esteroisdmeros D de los 20 aminoacidos naturales frente al
crecimiento del patégeno postcosecha Penicillium digitatum (LOpez-Garcia et al 2002). PAF26
presenta potente actividad antifingica y reducida toxicidad frente a bacterias y células de
mamiferos (Lopez-Garcia et al 2002, Lopez-Garcia et al 2007). A partir de la secuencia del
péptido PAF26 utilizado como péptido lider se identificaron una amplia coleccién de hexa- y
hepta-péptidos ricos en triptéfanos, denominados PAFs (Lopez-Garcia et al 2002, Mufioz et al
2007). Entre ellos destacar el péptido PAF42D (Tabla 2) que corresponde a la secuencia de PAF26
con un triptéfano adicional en su extremo Nt. Mencionar que en este trabajo hemos identificado
un péptido derivado de PAF26, el heptapéptido sintético PAF104, que corresponde a la secuencia
de PAF42D pero sintetizado con L-aminoacidos. Como veremos en el capitulo 1, PAF104 inhibe de
forma especifica la formacién de apresorio en el hongo M. oryzae, el objetivo fundamental de

esta investigacion.

A pesar de su elevado coste, diferentes investigaciones han reportado su utilizacién tanto en el
campo de la medicina como en la agricultura y la industria alimentaria. Por ejemplo, se han
utilizado para la identificacidon de antagonistas de receptores, inhibidores de enzimas, estudios de
interaccion proteinas-ligandos, identificacion de inhibidores del crecimiento de microorganismos,
etc (Fleeman et al 2015, Hensler et al 2006, Khan and Vulfson 2003, Lindell and Scherkenbeck
2005, Lopez-Garcia et al 2002, Vilar et al 1998). En la mayoria de los casos aplicados a la
agricultura, el ensayo de SCL se han llevado a cabo con el fin de obtener péptidos capaces de
inhibir el crecimiento de microorganismos fitopatdgenos. Sin embargo, existen pocos ejemplos en
la literatura de ensayos dirigidos a bloquear una funcién especifica del patégeno (Bishop-Hurley
et al 2002, Rudolph et al 2003). En parte de este trabajo hemos utilizado una SCL genérica de

hexapéptidos en formato de rastreo posicional con el fin de seleccionar péptidos capaces de
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bloquear un proceso especifico relacionado con la infeccién del microorganismo, como es la

formacién del apresorio.

4.2. Aplicacion de péptidos antimicrobianos en proteccion
vegetal

Como hemos comentados, los AMPs son una alternativa prometedora a los plaguicidas y
antibidticos convencionales debido a sus ventajosas propiedades: son antibidticos naturales,
tienen un efecto rapido inhibiendo el crecimiento de un amplio espectro de patdgenos, muestran
baja toxicidad frente al organismo huésped y reducida probabilidad en la aparicién de
resistencias. Ademas algunos AMPs, como los que presentan estructuras globulares con puentes
disulfuro, son estables a la degradacién por proteasas, al calor y a pH extremos. Existen muchos
ejemplos en la literatura sobre la aplicacion de AMPs en proteccion vegetal. Normalmente este
tipo de aplicaciones se basan en la expresion trasgénica del gen que codifica para un AMP. La
sobreexpresién de genes endégenos de la propia planta no ha demostrado incrementar los
niveles de resistencia de forma importante, sobre todo frente a los patdégenos mas agresivos,
como muestran experimentos llevados a cabo en A. thaliana (De Coninck et al 2010, Epple et al
1997). Sin embargo, la expresidn de genes exdgenos ya sean de otras plantas o de otro tipo de
organismos ha dado mejores resultados de proteccion (Lépez-Garcia et al 2012). Uno de los
primeros ejemplos de la potencial utilidad de los péptidos liticos en agricultura fueron las
cecropinas. Se han llevado a cabo diferentes estrategias para la expresion de genes que codifican
para cecropinas en diferentes plantas como patata, tabaco y arroz aunque los resultados en
cuanto a la resistencia a la infeccidn han sido muy diversos (Hightower et al 1994, Jan et al 2010,
Oard and Enright 2006, Okamoto et al 1998, Sharma et al 2000). Respecto al patosistema que
nos ocupa este trabajo M. oryzae — arroz, se ha demostrado que la acumulacién de la Cecropina A
en arroz confiere resistencia al ataque por M. oryzae (Coca et al 2006). Uno de los primeros
ejemplos de proteccion en condiciones de campo fue reportado en plantas de patata que
expresaban el gen que codifica para la proteina antifingica de alfalfa (alfAFP). Estas plantas
mostraban un nivel de resistencia a Verticillium dahliae similares a los obtenidos tras el

tratamiento quimico habitual (Gao et al 2000).

Alternativamente a la utilizacion de péptidos naturales, se han transformado plantas con genes
que codifican AMPs sintéticos. Plantas de patata que expresan el gen MsrAl que codifica para la

guimera cecropina-melitina (tabla 2) fueron resistentes a diferentes patégenos bacterianos y
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fungicos (Osusky et al 2000). Otros ejemplos significativos son la expresién de los péptidos
derivados de Cecropina B SB-37 y Shiva-1 con toxicidad reducida sobre los protoplastos de la
planta (Jaynes et al 1993), la expresion del gen MsrA3 que codifica un andlogo de temporina A en
patata (Osusky et al 2004), y la produccidn de péptidos sintéticos de novo como D4E1 y ESF39A
(Tabla 2) (Cary et al 2000, Newhouse et al 2007, Rajasekaran et al 2005).

Sin embargo el proceso de utilizacidon de estas estrategias conlleva el problema de la legislacién
europea en contra del cultivo de transgénicos (Montesinos et al 2012), con lo que se deben
buscar aplicaciones alternativas. Una de ellas es la aplicacidn directa de estos péptidos sobre el
cultivo de igual forma como se hace actualmente con los fungicidas y plaguicidas convencionales.
Una de las limitaciones es el elevado coste que conlleva la obtencion de AMPs mediante sintesis
guimica. Gracias a los avances en los procedimientos biotecnoldgicos, diferentes investigaciones
abordan su produccidon mediante el uso de plantas o bacterias como biofactorias. En este sentido
el uso de plantas suele tener ventajas afiadidas como la adicion de modificaciones
postraduccionales o la sensibilidad de los microorganismos frente al AMP (Faye and Gomord
2010, Twyman et al 2003). En los ultimos afios, se han publicado estudios relacionados con el uso
de plantas como biofactorias para producir AMP a gran escala de forma mas rentable (Company
et al 2014, Holaskova et al 2015). Un ejemplo es la produccidn de cecropina A en semillas de
arroz (Bundo et al 2014). En este caso se utilizé el promotor B1 y B4 de la glutelina asi como la
secuencia de terminacidn KDEL para conseguir que la cecropina A viaje a través del reticulo

endoplasmatico y se acumule en los cuerpos proteicos de la semilla.

4.3 Mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos

Hasta hace unos afios se pensaba que la actividad antimicrobiana de los AMPs estaba
directamente relacionada con la permeabilizacidn celular de sus microorganismos diana. El
caracter catiénico y anfipatico de la mayoria de AMPs favorece la interaccidn e insercién de estos
péptidos en las bicapas lipidicas pudiendo alterar las funciones bioldgicas de las membranas y en
ultimo término conducir a la lisis celular. Sin embargo, estudios realizados en los ultimos afios
indican claramente que el mecanismo de accién de los AMPs no es solo consecuencia de la
permeabilizacién celular. Algunos AMPs son capaces de penetrar en la célula
independientemente de la permeabilizacién, donde pueden afectar a muy diversas dianas del
patdgeno (Marcos et al 2012, Marcos and Gandia 2009, Wang et al 2015). Estos mecanismos de
accion no liticos se han reportado en gran cantidad de AMPs tanto naturales como sintéticos y en

algunos casos estdn unidos a una baja toxicidad frente al organismo no diana, una propiedad
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deseable y beneficiosa para los compuestos antimicrobianos de nueva generacion. Estos
mecanismos no son excluyentes entre si; de hecho se ha determinado que para algunos AMPs se

pueden dar ambos modos de accidn en funcidn de la concentracidn del péptido (Brogden 2005).

A continuacién desarrollaremos ambos mecanismos de accidén centrandonos en las dos familias
de péptidos utilizadas en este estudio, por un lado las cecropinas cuyo mecanismo de accién
principal es la lisis celular y en segundo lugar los péptidos sintéticos de la familia PAF para los
cuales se ha demostrado su capacidad de internalizacién en la célula sin causar la

permeabilizacién de la misma.

4.3.1 Permeabilizacion de la membrana celular

El mecanismo de accidn basado en la lisis celular fue inicialmente atribuido a los AMPs y es el
mejor estudiado. Como hemos comentado, la citotoxicidad de algunos AMPs se debe a la
interaccion y disrupciéon de las membranas bioldgicas seguido por la lisis celular. Algunas
caracteristicas comunes en los AMPs, como pueden ser la anfipaticidad y la carga positiva, estdn
muy conservadas entre distintos grupos taxondmicos precisamente porque favorecen esta union
y permeabilizacion de la membrana. Es una forma de accidn muy inespecifica, y es la razén por la

cual tantos AMPs tienen un espectro de accion tan amplio.

Uno de los péptidos que usan este tipo de accidn litica es la Cecropina A. Segun el modelo del
modo de accidn de la Cecropina A, el péptido presenta 4 estados diferenciales (Gregory et al
2008). En solucidn acuosa, la cecropina se encuentra en forma desestructurada (Figura 7A). En
contacto con la membrana la Cecropina A aprovecha el ambiente anfipatico para adquirir su
estructura secundaria en hélice-a (Figura 7B). El tercer estado seria en forma de barril generando
poros en la membrana (Figura 7C). Estructuralmente el poro se produce cuando 6 hélices se
orientan dejando su zona hidréfila hacia el exterior y la hidréfoba hacia el interior de la
membrana. La probabilidad de que una molécula se una o separe de la membrana, asi como que
una molécula ya unida forme poro es proporcional a una constante de reaccidn que es
dependiente de la concentracion de péptido (Gregory et al 2008). Ademds parece que la
Cecropina A tiene preferencia al atacar células septadas ya que tiene mas facilidad para unirse a
superficies curvadas. De hecho cuando se une a células septadas comienza formando poros
precisamente en la zona donde se encuentra el septo (Rangarajan et al 2013). El cuarto estado es
cuando la cecropina queda unida a la membrana de la vesicula ya lisada (Figura 7D) (Gregory et al

2008).
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Figura 7 Modelo de interaccion de la Cecropina A con la membrana (Modificado de Gregory et al. 2008). A
Moléculas en dilucion acuosa. B Moléculas unidas a la membrana conformandose en hélice-a. C

Formacion del poro en la membrana. D Moléculas adheridas a la membrana de la vesicula ya vacia.

4.3.2 Mecanismos no liticos

Mediante el uso de péptidos marcados fluorescentemente y la microscopia confocal, se ha
demostrado que algunos AMPs , tanto naturales como sintéticos, son capaces de traslocarse a
través de la membrana celular (Lobo et al 2007, Mufioz et al 2006, Park et al 1998, van der
Weerden et al 2010). La mayoria de estos AMPs tiene caracteristicas similares a los péptidos CPP,
del inglés cell-penetrating peptide (Marcos et al 2012). Estos CPP son péptidos de pequefio
tamafio que entran en las células eucariotas de manera no disruptiva y sin aparente citotoxicidad.
Su funcién es favorecer el transito de moléculas a través de la membrana de la célula. Por
homologia a los CPP, la internalizacion de los AMPs puede darse por traslocacidn directa o por
endocitosis a endosomas y vacuolas. En la traslocacidn directa el péptido atraviesa la membrana
sin gasto de energia mediante su caracter hidréfobo y aprovechando la carga eléctrica de la cara
exterior de la membrana. Por el contrario, en el proceso de endocitosis el péptido entra en la
célula envuelto en una invaginacion de la membrana que lo rodea, proceso que conlleva gasto de
energia y estd altamente regulado. El mecanismo preciso por el cual un AMP se internaliza no estd
claro. Se sabe que ambos procesos pueden acontecer simultdneamente y el balance entre ambos
depende de la concentracién del péptido, factores de la célula, y la union a componentes
especificos de la membrana. Ademds los mecanismos utilizados varian en funcién del péptido del

que se trate (Marcos et al 2012).
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Como ejemplo hablaremos del modo de actuacién del péptido PAF26 el cual, como ya
comentamos, es un péptido sintético seleccionado por su actividad antifungica frente a
Penicillium digitatum (Loépez-Garcia et al 2002). Un estudio completo en su modo de accién
mostréd que es internalizado por células fungicas a concentraciones subinhibitorias (1 uM) sin
destruir la membrana ni alterar la composicion de la pared celular y que esta internalizacion es
necesaria para la muerte celular (Figura 8) (Mufioz et al 2006, Mufioz et al 2012a, Mufioz et al
2012b). Sin embargo a concentraciones mas altas (3 UM y 15 uM) el péptido ejerce una accién
litica rompiendo la pared celular, lisando la membrana y causando una desorganizacién de los
septos de la hifa. Ademas, se ha demostrado que el péptido trimérico PAF102 (Tabla2) formado
por 3 unidades de heptapéptidos PAFs unidos entre si por la secuencia AGPA se internaliza de
forma activa dentro de la célula donde ejerce un efecto similar a PAF26 pero a concentraciones

mas bajas (Lopez-Garcia et al 2015).

0.5 uM
FITC-PAF26 FM4-64

Figura 8 Internalizacion del péptido FITC-PAF26
(en verde) a concentraciones subinhibitorias en
Neurospora crassa. En rojo se muestra la tincion
con el fluoréforo FM4-64 especifico de
membranas (Muiioz et al 2012b).

Otros ejemplos de AMPs que se internalizan en la célula sin lisis son la defensina NaD1 (van der
Weerden et al 2010), la buforina Il derivada de la histona H2A (Park et al 2000) o la defensina 1

de Pisum stivum (Lobo et al 2007) que es capaz de migrar hasta el nucleo celular.

Una vez dentro de la célula, el AMP puede atacar alguna funcién intracelular indispensable para el
organismo patégeno. Diferentes estudios han mostrado la interaccién de los AMPs con receptores
de membrana (Breukink et al 1999, Schneider et al 2010),con chaperonas celulares (Kragol et al
2001, Sun et al 2008), y con acidos nucleicos favorecido por la naturaleza catidnica de la mayoria
de AMPs. Se conocen ejemplos de AMPs que inducen la apoptosis celular programada en la célula
diana (Leiter et al 2005, Morton et al 2007). Algunos son la melitina de los insectos, o la
lactoferrina de los humanos. En estos casos se ha visto que la mutacidn de genes que promueven

la apoptosis aumenta la resistencia al péptido. Otros péptidos como la defensina de plantas
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RsAPF2 disparan la produccion interna de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Maurya et al
2011). Otra forma que utilizan los AMPs para producir la muerte de la célula es variar la
homeostasis interna del ién calcio (Ca*"). El calcio libre en el citosol es utilizado por la célula como
mensajero secundario en la sefializacion celular. Por ejemplo la defensina de plantas MsDefl
bloguea canales de calcio tipo L en los mamiferos (Allen et al 2008) y se ha observado que el PAF
de P. chrysogenum quebranta la homeostasis de Ca2+ en N. Crassa (Binder et al 2010). Otros
AMPs ejercen una actividad ribonucleasa dentro de la célula diana. Esto hace que el patrén de
expresion del proteoma de célula se desorganice lo que lleva a su muerte. Un ejemplo es la RNAsa
de cacahuete AhPR-10 que mata células en las hifas de hongos susceptibles (Chadha and Das
2006). En el caso del péptido sintético PAF26, un estudio transcriptémico en S. cerevisiae
identificd diferentes componentes y rutas intracelulares que modulan la sensibilidad del péptido
sugiriendo que PAF26 tiene dianas intracelulares (Carmona et al 2012, Lépez-Garcia et al 2010).
Sin embargo el mecanismo concreto por el cual éste y muchos otros AMPs provocan muerte
intracelular es aun desconocido y requiere de una caracterizacién mds profunda de cada caso

concreto.

Una ventaja de los mecanismos de accién no liticos respecto al mecanismo de accién basado en
lisis celular es su especificidad. Los AMPs cuyo mecanismo de accidn se basa en la lisis de la
membrana celular presentan un rango de accién mds amplio que los que actlan sobre dianas
internas mas concretas. Sin embargo, los mecanismos no liticos de los que hemos hablado ejercen
su efecto sobre funciones muy generales de la organizacién interna de la célula, como por
ejemplo sefializacidn por Ca*', induccidn de especies reactivas de oxigeno o interaccién con acidos

nucleicos, que ademas siempre implican la muerte del organismo afectado.

4.4 Péptidos capaces de bloguear un proceso esencial para
la infeccidon del patdgeno.

Dentro de los modos de accidn no liticos, un caso concreto es la interaccion con algin
componente o el bloqueo de algun proceso esencial para que se produzca la infeccidon del
patdgeno pero que no conlleve la muerte del microorganismo (Thines et al 2004). Se pueden
diseiar péptidos altamente especifico que afecten un proceso o molécula que solo se encuentre
en un organismo concreto, asegurandose asi que no interfiere con otros organismos. Esto hace
que el péptido pueda ser aplicado para frenar una enfermedad sin riesgo de dafiar la salud

humana, animal o cultivo que se pretende proteger. Ademds, hace que sea mas sostenible en
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términos ecoldgicos, pues no genera un impacto agresivo sobre el ecosistema del patégeno vy el
huésped. Otra ventaja es el hecho de que estos tratamientos tan especificos suelen requerir
menos concentracidn del péptido, con lo cual también son mas rentables econémicamente. Por
tanto, la identificacién de péptidos dirigidos se ha propuesto como una estrategia de proteccion
vegetal sostenible y respetuosa con la salud publica y el medio ambiente. Un ejemplo de esta idea
es el disefio de la proteina AZP (artificial zinc-finger protein) que es capaz de bloquear de forma
especifica el virus del rizado amarillo de tomate (Mori et al 2013, Takenaka et al 2007). Esta
proteina se une de forma especifica y con gran afinidad a una regién de 19 pb del virus entre las
gue se encuentra su punto de replicacién. Asi el virus afectado por este péptido es incapaz de
replicarse y continuar con su proceso infectivo. Otro ejemplo seria el de disefio de péptidos que
se unen especificamente a la superficie de la zoospora del oomiceto Phytophthora capsici,
causante de la enfermedad llamada tristeza o seca del pimiento (Bishop-Hurley et al 2002). Al
unirse a la superficie de la espora esta no puede recibir sefiales del entorno para guiarse de forma

efectiva, impidiendo que se complete el ciclo vital de P. capsici.

En el caso concreto del bloqueo de la formacién de apresorio se han identificado varios
compuestos capaces de realizar esta funcidon. Por ejemplo el factor a, una feromona de
apareamiento de S. cerevisiae es capaz de inhibir la formacidon de apresorio en la cepa MATI-2,
mientras que la cepa MATI-1 no se ve afectada (Beckerman et al 1997). Sin embargo, este factor
ejerce su efecto inhibitorio a una concentracién de 300uM, unas 10000 veces mas que la
concentracién a la que ejerce su efecto fisioldgico en S. cerevisiae. Beckerman y colaboradores
observaron que el factor a actuaba en las etapas iniciales de la ruta de formacién del AMPc,
seguramente a la altura de un receptor (Beckerman et al 1997). Se ha descrito también que las
moléculas hidréfobas de pequefio tamafio tienen caracteristicas que afectan a la formacion de
apresorio, actuando a nivel de reconocimiento de superficies hidréfobas. Por ejemplo, las
glisopreninas purificadas de un cultivo de Clonostachys rosea inhiben la formacion de apresorio
en M. oryzae, siendo la glisoprenina C la mas activa (Sterner et al 1998, Thines et al 1997). A
pesar de inhibir la formacidn del apresorio, estas glisopreninas no mostraron capacidad de control
de la piriculariosis en la planta del arroz. Otros compuestos lipdfilos que actua inhibiendo la
formacién de apresorio de forma especifica afectando al reconocimiento de la superficie
hidréfoba son los neobulgarones, derivados de antraquinonas diméricas aisladas de Neobulgaria
pura (Eilbert et al 2000a). Se ha demostrado que la adiciéon de los inductores AMPc o 1,16-
hexadecanodiol en una superficie hidréfila anula el efecto inhibitorio en la formacidn de apresorio
de los neobulgarones y las glisopreninas. A parte de estos compuestos lipéfilos, muchos acidos

grasos micelares extraidos de hongos superiores han demostrado su capacidad para interferir con
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la formacidén de apresorio, los acidos grasos monoinsaturados de 16,18 o 20 carbonos parecen ser
especialmente activos (Eilbert et al 1999). También se han encontrado inhibidores de la
formacién de apresorio de forma especifica a nivel de la inhibicién de la formacion de AMPc
extraidos del basidiomiceto Resupinatus leightonii (Eilbert et al 2000b). Se ha observado que
algunos antibidticos podrian tener un efecto especifico en la formaciéon del apresorio. La
Roxitromicina afecta a la formacién de apresorio actuando sobre el gen de division celular 27 de
M. oryzae MoCDC27 (Ishii et al 2013). Respecto a secuencias peptidicas, Correa y colaboradores
demostraron que el tratamiento del hongo Uromyces appendiculatus con péptidos RGD (péptidos
que contienen el motivo Arg-Gly-Asp) podria resultar en la inhibicién de la formacién del
apresorio (Correa et al 1996). Ademas, se ha identificado un hendecapéptido producido por
Glomerella cingulata capaz de inhibir la formacién del apresorio del mismo hongo (Al-Samarrai et
al 2002). Sin embargo hasta donde nosotros sabemos no existe en la literatura previa a nuestros
trabajos, un péptido enfocado a la inhibicién especifica de la formacién de apresorio en M.

oryzae.
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Objetivos

Partiendo de la idea descrita en el apartado 4.4, en este trabajo nos hemos centrado en la
identificacion de péptidos capaces de bloquear un proceso especifico relacionado con la
infeccion del hongo M. oryzae en arroz, en concreto la formacién del apresorio. Como hemos
comentado, el apresorio es una estructura especializada requerida para la internalizacion del
hongo en la planta y asi producir la infeccién de la misma. Ademas, hemos introducido como
una caracteristica del cribado, la ausencia de inhibicidon del crecimiento de microorganismos

como un paso previo a la caracterizacién de péptidos dirigidos con toxicidad reducida o nula.

En una primera parte del estudio hemos trabajado con la familia de péptidos sintéticos PAFs,
de los cuales hemos hablado antes, asi como de la utilizacion de una biblioteca combinatoria
de hexapéptidos, con el fin de identificar péptidos con las propiedades deseadas (capitulo 1y
2). En segundo lugar, se ha caracterizado la actividad inhibitoria del apresorio del péptido
natural Cecropina A, asi como la identificacién mediante disefio racional de nuevos péptidos
derivados de cecropina A que mantengan la actividad inhibitoria del apresorio pero no afecten
al crecimiento del microorganismo (capitulo 3). La idea es que estos péptidos evitaran el
desarrollo de la piriculariosis en arroz bloqueando especificamente la formaciéon del apresorio

sin afectar al ecosistema.
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PAF104, un péptido sintético capaz de controlar
la piricularisis en arroz bloqueando la formacidn

del apresorio en Magnaporthe oryzae






Capitulo 1

Resumen

Magnaporthe oryzae es el patégeno mas devastador del cultivo del arroz y la principal causa
de pérdidas en la cosecha en todo el mundo. Existe por tanto una clara necesidad del control
adecuado de la piriculariosis del arroz causada por este hongo. En este trabajo, el péptido
sintético PAF104 ha sido caracterizado por su actividad como inhibidor de la formacién del
apresorio en superficies hidrofdbicas. El crecimiento y la capacidad de conidiacidon no parecen
verse afectadas por PAF104, indicando una ausencia de toxicidad frente al conidio. La adicién
del mondmero de cutina 1,16-hexadecanodiol no interfiere con el efecto inhibitorio de PAF104
en superficies hidrofébicas en condiciones in vitro. Por otro lado, la inhibicidn de la formacion
del apresorio por efecto de PAF104 es anulada por la adicién de AMPc exdgeno. Nuestros
resultados indican que PAF104 afecta a la ruta de la MAP kinasa Pmkl reprimiendo la
expresion de los genes MoMSB2, que codifica un receptor de membrana, y MST11, que
codifica para la MAPKKK de la ruta de Pmk1. La patogenicidad de M. oryzae se redujo tras el
tratamiento con PAF104 que bloquea de forma especifica la formacion de apresorio, un
proceso esencial para la infeccidon de las hojas. PAF104 se postula como un compuesto de

referencia para el desarrollo de nuevos fungicidas especificos con caracteristicas mejoradas.

Trabajo publicado:

Molecular Plant-Microbe

Rebollar A. and Lopez-Garcia B. (2013) Interactions'

PAF104, a synthetic peptide to control rice blast disease by

blocking appressorium formation in Magnaporthe oryzae.

Molecular Plant-Microbe Interactions 26: 1407-1416.

Una de las figuras de este trabajo ha dado lugar a la portada del volumen 26 de MPMI
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Magnaporthe oryzae is the most devastating pathogen of
rice and the main cause of crop losses worldwide. The suc-
cessful management of blast disease caused by this fungus
is a clear necessity. The synthetic peptide PAF104 has been
characterized by its inhibition of M. oryzae appressorium
formation on hydrophobic surfaces. Growth and the ability
of conidia to germinate was not affected by PAF104, indi-
cating the lack of toxicity on fungal conidia. The addition
of the cutin monomer 1,16-hexadecanediol does not inter-
fere with the inhibitory effect of PAF104 on in vitro hydro-
phobic surfaces. On the other hand, inhibition of appresso-
rium formation by PAF104 was nullified by the exogenous
addition of cAMP. Our results suggest that PAF104 affects
the Pmk1 pathway by repression of the gene expression of
MoMSB2, which encodes a sensing surface protein, and the
mitogen-activated protein/extracellular signal-regulated
kinase Kkinase kinase MST11. The pathogenicity of M. oryzae
was reduced after PAF104 treatment specifically blocking
appressorium formation. Qur results support PAF104 as a
promising compound to control rice blast disease by block-
ing a specific target related to appressorium formation, a
process essential for infection of rice leaves. Moreover,
PAF104 is proposed as a lead compound to develop novel
specific fungicides with improved properties.

Rice (Oryza sativa) is the staple food for a large part of the
world’s population. The blast disease caused by the fungus
Magnaporthe oryzae (anamorph Pyricularia grisea) is one of
the most devastating diseases of cultivated rice (Dean et al.
2012; Wilson and Talbot 2009). Managing rice blast requires
the integration of many strategies, such as cultural strategies
for prevention, use of resistant varieties, biological control,
and chemical fungicides (Brent and Hollomon 2007; Wang and
Valent 2009). However, the control of rice blast disease by the
development of resistant varieties harboring a resistance (R)
gene is not completely successful due, in part, to the high de-
gree of pathogenic variability of M. oryzae and the large num-
ber of fungal races encountered in the field population (Ebbole
2007). Currently, chemical treatment with fungicides is the most
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commonly used method to control rice blast disease, including
probenazole, which acts via activation of natural defense
mechanisms in susceptible rice plants. However, M. oryzae
isolates that overcome chemical fungicides have been charac-
terized, e.g., the development of a population resistant to car-
propamid, which is a dehydratase inhibitor in melanin biosyn-
thesis (MBI-D), or to strobilurin-related Qo inhibitors, which
inhibit respiration (Avila-Adame and Koller 2003; Takagaki et
al. 2004). In addition to the loss of effectiveness, negative
long-term repercussions on human health and the environment
have resulted in restrictions on the use of some important fun-
gicides (Brent and Hollomon 2007). The legislation on the use
of fungicides is becoming more restricted; many chemical fun-
gicides are being reviewed for safety and efficacy and it’s pos-
sible some of them may be deregistered as dangerous to humans
or the environment (U.S. Environmental Protection Agency,
The Center for Health and Wellness, European Food Safety
Authority websites). This scenario has propelled the search
for, one or both, alternative disease management strategies or
safer antifungal agents that could substitute or decrease the
quantity of fungicides currently in use (Brent and Hollomon
2007; Knight et al. 1997; Ragsdale 2000). One important re-
quirement for new fungicides is the selectivity of their mode of
action, being more pathogen-specific and with lower unspecific
toxicity. Specific compounds could be identified by screening
for molecules that specifically block infection-related processes
more than they inhibit vegetative hyphal growth.

M. oryzae infect all foliar tissues. Moreover, M. oryzae in-
fection of the panicle can lead to complete loss of grain. This
fungus is a very effective hemibiotrophic pathogen that passes
through a set of well-defined developmental steps during leaf
infection, including the formation of a specialized structure
called the appressorium, which is required to penetrate the host
surface (Ebbole 2007; Khang et al. 2010; Wang and Valent
2009; Wilson and Talbot 2009). Although M. oryzae has tradi-
tionally been considered a foliar pathogen, more recently, it
has been shown that this fungus colonizes rice roots (Campos-
Soriano and San Segundo 2009; Sesma and Osbourn 2004).
The different stages involved in the pre-penetration phase of
M. oryzae, i.e., adhesion, conidia germination and appressorium
formation, and maturation have been extensively studied
(Campos-Soriano and San Segundo 2009; Liu et al. 2011;
Tucker et al. 2010; Wilson and Talbot 2009). Inhibitors of these
specific developmental stages could be of great interest as sub-
stitutes for fungicides currently in use, and they could also con-
tribute to general knowledge about the plant infection process
of M. oryzae. In particular, the identification of compounds
effective for inhibition of signaling pathways involved in M.
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oryzae appressorium formation is of special interest. In this
regard, the current fungicides tricyclazole (MBI-R) and car-
propamid (MBI-D) act to block host penetration by inhibiting
melanization of the appressorium (Fungicide Resistance Action
Committee website, FRAC Code List 2013).

Appressorium development is a complex morphogenetic
process regulated by multiple external signals, such as surface
hydrophobicity, hardness, cutin monomers, and leaf waxes, and
different transduction pathways, including mitogen-activated
protein (MAP) kinases Pmk1 and Mps1 and cAMP-dependent
signaling pathways (Hamel et al. 2012; Jin et al. 2013; Lengeler
et al. 2000; Wilson and Talbot 2009). While cAMP signaling
controls surface recognition and the initiation of appressorium
formation, late stages of appressorium formation, penetration,
and infectious growth are regulated by the Pmkl and Mpsl
MAP kinase pathways (Wilson and Talbot 2009). In addition to
these important pathways, several proteins have been char-
acterized in M. oryzae as critical sensors to recognize differ-
ent external signals, including the hydrophobin Mpgl, the G
protein—coupled receptor Pthll, and the recently identified
proteins MoMsb2 (a surface mucin protein) and MoShol (a
membrane sensor) (DeZwaan et al. 1993, Liu et al. 2011; Talbot
et al. 1993).

Antimicrobial peptides (AMP) have emerged as promising
compounds with important biotechnological applications in
plant disease protection. Numerous natural and synthetic AMP
have been identified based on their direct inhibiting effect on
the growth of a broad range of microorganisms (Lopez-Garcia
et al. 2012b; Marcos et al. 2008; Zasloff 2002). The fast and
efficient action of AMP against microbes, their low risk of
resistance emergence, and low toxicity to nontarget cells have
made them a promising alternative to common antibiotics and
fungicides in the fight against pathogen infection (Hancock
and Sahl 2006; Lopez-Garcia et al. 2012b; Marcos et al. 2008;
Montesinos et al. 2012).

A collection of small cationic tryptophan-rich AMP, the so-
called PAF peptides, have been generated and characterized by
their potent antifungal activity against several microorganisms
(Lopez-Garcia et al. 2002; Muiioz et al. 2007). Some of these
peptides show reduced toxicity against bacteria and they are
not cytotoxic to human red blood cells. The lead peptide
PAF26 is a synthetic hexapeptide that was previously identi-
fied by a combinatorial screening against the filamentous fun-
gus Penicillium digitatum (Lopez-Garcia et al. 2002). This
peptide is not toxic to human cells (Lépez-Garcia et al. 2007).
A complete study on its mode of action showed that the pep-
tide is internalized by fungal cells at subinhibitory concentra-
tions and this cell-penetration is required for cell death (Mufioz
et al. 2012). A transcriptome study on Saccharomyces cerevisiae
has identified cell components and intracellular pathways that
modulate its sensitivity, suggesting that PAF26 has intracellu-
lar targets (Carmona et al. 2012; Lopez-Garcia et al. 2010).
Together with PAF26, a set of D-amino acid-hexapeptides,

Table 1. Peptide amino acid sequences analyzed in this study

Peptide Sequence?®
PAF26D AcNH-rkkwfw-CONH,
PAF26L NH,-RKKWFW-COOH
PAF34D AcNH-rkwlfw-CONH,
PAF34L AcNH-RKWLFW-CONH,
PAF42D AcNH-wrkkwfw-CONH,
PAF104 (PAF42L) NH,-WRKKWFW-COOH

* Following standard rules, D-stereoisomers of amino acids are noted in
lowercase and L-stereoisomers in uppercase. Where indicated, the pep-
tides are acetylated at the N terminus (AcNH-) and amidated at the C ter-
minus (-CONH,).
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including PAF34D, with different profiles of antimicrobial
activity was identified (Lépez-Garcia et al. 2002). Moreover,
the elongation of the PAF26 sequence allowed us to identify
a set of D-amino acid-heptapeptides, in particular, PAF42D,
that show remarkably more activity against the phytopathogen
M. oryzae (Muiioz et al. 2007).

In this work, we have identified a synthetic PAF26-derived
peptide called PAF104, which specifically reduces the appres-
sorium formation of M. oryzae on a hydrophobic polystyrene
surface and on rice leaves. The peptide does not affect the ger-
mination and vegetative growth of the fungus, indicating the
lack of toxicity on fungal conidia. Moreover, the fungus
treated with PAF104 shows reduced pathogenicity on rice, i.e.,
PAF104 reduces the development of the rice blast disease by
blocking the appressorium formation of M. oryzae.

RESULTS

PAF104 inhibits appressorium formation in M. oryzae.

We initially investigated whether some of the short PAF
peptides have a specific effect on appressorium formation in
M. oryzae. Table 1 shows the amino acid sequences of the PAF
peptides tested, in which peptides synthesized with either all
L- or all D-amino acids are included. An assay was set up to
quantify the appressorium formation after peptide treatment
(described below). Using this assay, the heptapeptide sequence
WRKKWFW was found to show a remarkable inhibition activ-
ity on appressorium formation in both the L- and D-amino acid
peptides (Fig. 1A). Considering the advantage of using a peptide
synthesized with natural L-amino acids in a future potential
application to control rice blast disease, we selected the pep-
tide PAF104 for further study. The inhibitory activity of PAF104
on appressorium formation in germinating M. oryzae conidia
is illustrated in Figure 1B.

To characterize the appressorium-blocking activity of PAF104
in more detail, we studied the effect of different concentrations
of the peptide on the appressorium formation of two M. oryzae
isolates, PR9 and Guy11. We evaluated the effect of PAF104 at
an initial stage of the appressorium formation, i.e., 6 h after
conidia germination, when the appressorium is differentiated
from the tip of the germ tube. We observed a reduction of
appressorium formation that correlated with an increase of
peptide concentration for both isolates (Fig. 1C). A low con-
centration of PAF104 (5 uM) showed a light effect on appres-
sorium formation after a 6-h incubation. Approximately 50%
of conidia of the PR isolate developed appressorium at 10 pM
of PAF104, and more than 80% of conidia were unable to de-
velop appressorium in the presence of 30 uM of PAF104.
Evaluation of the inhibitory activity of PAF104 at a later stage
when the mature appressorium is observed, i.e., 24 h after
inoculation of conidia on a hydrophobic surface, shows similar
results. For example, 85 and 25% of developed mature appres-
soria were observed after 24 h of incubation with 5 and 20 uM
of PAF104, respectively (Fig. 1C).

Several compounds have been described as inductors of
appressorium formation on hydrophilic surfaces on which ger-
minating conidia failed to develop appressoria, such as the
cutin monomers 1,16-hexadecanediol or a regulator of appres-
sorium morphogenesis cAMP (Wilson and Talbot 2009). In
this work, the effect of these inductors on the inhibitory activ-
ity of PAF104 was evaluated. M. oryzae was placed on a hy-
drophilic (Fig. 2A) or hydrophobic surface (Fig. 2B), along
with PAF104 alone or in the presence of either cAMP or 1,16-
hexadecanediol. Appressorium formation was quantified at 6 h
postinoculation in different conditions, as previously described.
The results shown in Figure 2 correspond to a representative
assay with the Guy11 isolate (similar results were obtained with



the PR isolate; data not shown). Our data confirm that appres-
sorium formation was induced by the addition of 2.4 mM
cAMP or 10 puM 1,16-hexadecanediol on hydrophilic surfaces
(Fig. 2A). Moreover, the addition of 1,16-hexadecanediol did
not affect the appressorium inhibition activity of PAF104, al-
though the formation of appressoria was restored after the
addition of cAMP. The same behavior also occurs on hydro-
phobic surfaces as shown in Figure 2B. Around 30% of M.
oryzae conidia developed appressoria on a hydrophobic sur-
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Fig. 1. Effect of PAF peptides on Magnaporthe oryzae appressorium
formation on a hydrophobic surface. A, Relative appressorium forma-
tion in M. oryzae PRY treated with PAF peptides. Appressorium for-
mation was visualized after 6 h of incubation with 30 uM of each pep-
tide at 28°C. Bars labeled with the same letter do not differ at the 95%
confidence (Tukey’s honestly significant difference procedure). B, The
effect of 20 pM of PAF104 on the appressorium formation in M. oryzae
PRY. Pictures were taken after 6 h of incubation. Arrows indicate some
appressoria. Bar = 25 um. C, Relative appressorium formation in M.
oryzae PR9 (black bars) and Guyll (white bars) isolates after 6 h of
incubation with different concentrations of PAF104. Results in A and C
are shown as mean values t standard deviation of the percentage of
appressorium observed relative to the appressorium formed in the ab-
sence of peptide.

face after treatment with 20 uM PAF104. This inhibition was
not affected by the addition of 10 uM 1,16-hexadecanediol.
However, the inhibitory activity of PAF104 can be overridden
by cAMP. The addition of 2.4 mM cAMP restored appresso-
rium formation to almost the same level of the control sample
without peptide treatment.

PAF104 changes gene expression

of the surface sensor MSB2 and the mitogen-activated
protein/extracellular signal-regulated kinase kinase (MEK)
kinase MST11 involved in the Pmk1 pathway.

The results described above suggest that PAF104 may act
upstream of the sites of action of cAMP, explaining the fact
that its inhibition activity can be bypassed by this signaling
molecule. In order to examine the effect of PAF104 on appres-
sorium formation at the molecular level, representative genes
involved in sensing surface signals and regulating appresso-
rium formation through different pathways were selected (Sup-
plementary Table S1; Fig. 3). Expression changes of selected
genes were determined by reverse-transcription quantitative
polymerase chain reaction (RT-qPCR) after peptide treatment
(Fig. 4). These data show no important expression changes of
genes involved in the activation of the cAMP pathway as
MACI or PTHII. Interestingly, the expression of the gene
MoMSB2 encoding a surface mucin protein was 4.5 times
more repressed than control levels after exposure to 5 uM of
PAF104. At a higher concentration of the peptide (20 uM), the
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Fig. 2. Effect of two inductors of Magnaporthe oryzae appressorium for-
mation on the inhibitory activity of PAF104. Conidia of M. oryzae Guy11
isolate were incubated alone (black bars) or with 20 uM PAF104 (white
bars) and in the absence or presence of either 2.4 mM cAMP or 10 uM
1,16-hexadecanediol for 6 h on a A, hydrophilic or B, hydrophobic sur-
face. Results are shown as mean values * standard deviation of the per-
centage of conidia of M. oryzae Guyll that form appressorium in each
condition.
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repression of MoMSB2 was confirmed, although this effect
was not concentration-dependent. The relative expression of
MoMSB?2 was similar at both peptide concentrations; log2 was
(-2.146 £ 0.110) at 5 uM PAF104 and (-1.891 + 0.174) at 20
uM. The protein MoMsb2, recently characterized in M. oryzae
by Liu and co-workers (2011), plays an important role in sens-
ing surface hydrophobicity and cutin monomers. Our qPCR
analysis also revealed a minor repression of MoSHOI, a gene
encoding another sensor of external signals; in particular,
MoShol recognizes rice leaf waxes (Liu et al. 2011). These
authors show that MoMsb2 and MoShol may function up-
stream from the Pmk1 pathway. Consistently with their results,
the expression of the MEK kinase MST11 was also found to be
repressed in our analysis, although the PMK] expression level
does not change after peptide treatment.

PAF104 has no effect
on adhesion, conidial germination, or mycelial growth.

The first steps of the M. oryzae infection cycle are adhesion
of fungal conidia to the host surface and conidial germination.
In this work, an adhesion assay on a hydrophobic polystyrene
surface was conducted to evaluate if PAF104 reduced the num-
ber of conidia attached to the surface. A similar number of
conidia of PR9 attached to the polystyrene surface after treat-
ment with PAF104 (5§ and 20 pM) compared with the control
treatment without peptide. The percentage of attached conidia
after treatment with 20 uM PAF104 was 93.4 + 8.8 (mean *
standard deviation [SD]), considering 100% for control sam-
ples; the data was calculated as mean £ SD from three inde-
pendent experiments. In addition, the number of germinated
conidia was quantified after peptide treatment and compared
with that of the control treatment; the percentage of germi-
nated conidia was 91.4 = 1.3 for samples treated with 20 uM
PAF104 versus 92.7 = 0.6 for the control. Our results showed
that conidial germination remained unaffected at concentra-

tions at which appressorium inhibition was observed, i.e., 20
uM PAF104.

Next, the effect of PAF104 on growth and development of
M. oryzae mycelium was examined. The vegetative growth of
M. oryzae PR isolate in liquid culture was unaffected by con-
centrations of PAF104 as high as 64 uM (Supplementary Fig.
S1).

Overall, these results indicate a specific effect of PAF104 on
appressorium formation, i.e. the peptide reduces the ability of
M. oryzae to form appressoria but does not affect either the
adhesion of the conidia to hydrophobic surfaces, germination,
or vegetative mycelial growth of the fungus M. oryzae.
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Fig. 4. Real time quantitative polymerase chain reaction analysis of gene
expression changes after treatment with 5 tM PAF104. The panel shows the
mean relative expression * standard deviation (y axis) of each individual
gene after 6 h of peptide treatment, as compared with the control treatment
without peptide. The EF1 o gene was used as constitutive reference gene.

Hydrophobicity
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Fig. 3. Schematic view of the cyclic AMP (cAMP) response pathway and the Pmk1 and Mps1 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways required
for appressorium development in Magnaporthe oryzae (modified from Wilson and Talbot [2009] and Hamel and associates [2012]). cAMP signaling mole-
cules are accumulated by adenylate cyclase Mac1l and allow the activation of the protein kinase A (PKA). The cAMP signaling pathway seems to be regu-
lated by the Go-subunit proteins MagA and MagB, and the regulator of G protein signaling Rgs1 interacts with MagA during appressorium initiation. Acti-
vation of the Pmk1 pathway involves the GB-subunit protein Mgbl. Crosstalk with the cAMP pathway may occur through MagB. The G protein—coupled
receptor Pth11 plays a role as the receptor for the cAMP response pathway and, perhaps, also the Pmkl MAPK cascade. In addition to Pth11, the fungus
response to environmental signals to induce appressorium formation by different proteins, including the hydrophobin Mpgl, the surface mucin protein
MoMsb2, and the membrane sensor MoShol. Activation of the Mps1 pathway may occur through calcium channel proteins (Cchl or Mid1) or protein kinase
C (PKC). Solid lines denote interactions supported by experimental evidence. Dotted lines indicate tentative interactions that require further experimental
testing. The proteins encoded by the genes included in the expression analysis are colored in gray.
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PAF104 reduces the rice blast disease caused by M. oryzae.

The effect of PAF104 on appressorium formation and
hyphal growth was examined in planta. For this, two M. oryzae
strains expressing the green fluorescent protein (gfp) gene
were used. As previously published, expression of the gfp gene
did not affect the viability and pathogenicity of the M. oryzae
transformants that were used in this work (Campos-Soriano
and San Segundo 2009; Sesma and Osbourn 2004). First, the
inhibitory effect of PAF104 on these GFP transformants was
tested, showing a similar effect as on the wild-type fungal
strains PR9 and Guyl1. For example, at 20 uM PAF104, the
percentage of appressoria observed relative to control was
(42.2 £ 2.0)% and (41.9 + 9.8)% for Guyll and gfp-Guyll1
isolates, respectively. Detached leaves of rice cv. Senia were
inoculated with fungal conidia as described below and were
visualized by confocal microscopy at 6 h postinoculation (Fig.
5A; Supplementary Fig. S2). By 6 h postinoculation, a large
number of green fluorescent germinating conidia formed
appressoria were observed on the surface of rice leaves inocu-
lated with either gfp-PR9 or gfp-Guy11 (Fig. 5Aa and b, e and f,
respectively).

Next, we evaluated the effect of PAF104 on appressorium
formation on the rice leaf surface. When drops of the conidial
suspension were placed onto detached leaves along with 20
UM peptide, the number of appressoria observed was clearly
reduced. As within the artificial hydrophobic polystyrene sur-
face, the peptide is able to greatly reduce appressorium for-

A gfp-PR9

mation of the two fungal isolates assayed here, M. oryzae PR9
isolate (Fig. 5Ac and d) and Guy11 isolate (Fig. SAg and h).
The inoculation with both gfp-expressing M. oryzae isolates
gave rise to a macroscopically visible lesion at 3 days after
inoculation. Consistent with the confocal laser scanning mi-
croscopy (CLSM) analysis, disease severity was reduced after
PAF104 treatment compared with fungal infection without
treatment (Fig. 5B). To further investigate whether inhibition
of appressorium formation could be correlated with reduced
pathogenicity, blast resistance assays were conducted on
young detached leaves of rice cv. Senia plants. Symptoms
caused by inoculation with M. oryzae conidia in the presence
or the absence of PAF104 was followed over time. Lesions
caused by the fungus M. oryzae were observed at 3 days after
inoculation; Figure 6A shows a representative assay with the
Guyll1 isolate. Under the same experimental conditions, a
reduction in disease severity was observed when the fungus
was treated with 20 uM PAF104 as compared with the non-
treated fungus. Similar results were obtained with the PR9 iso-
late (data not shown). Leaf lesions were also observed by light
and fluorescence microscopy, which allowed in planta detec-
tion of the fungal mycelium. As depicted in the inset of Figure
6A, the lesions produced by inoculation with nontreated fun-
gus showed bright GFP fluorescence. When the fungus was
treated with PAF104, almost no blast disease lesions were vis-
ualized. We further quantified plant disease in leaves by deter-
mining the percentage of the leaf area affected by blast lesions

gfp-Guyll

Control

PAF104

PAF104

Control

Control PAF104

Fig. 5. Appressorium formation and infection development on rice leaves inoculated with conidia of the gfp-expressing Magnaporthe oryzae PR9 and Guyl1
isolates. A, Confocal laser scanning microscopy of rice leaves 6 h after inoculation with fungus in the absence (a and b, e and f) or in the presence (c and d, g
and h) of 20 uM PAF104. Appressoria have formed at the penetration sites in the absence of peptide (arrows in a, b, e and f). Bar = 10 um. B, Representative
infection sites observed by fluorescent microscopy 3 days after inoculation with M. oryzae gfp-PR9 (a and b) and gfp-Guy11 (c and d) isolates alone (con-

trol) or treated with 20 uM PAF104.
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(Fig. 6B). In agreement with visual inspections of infected
leaves, this analysis confirmed that the development of the
infection caused by M. oryzae on rice leaves was significantly
reduced by PAF104 treatment.

PAF104 does not affect rice root colonization of M. oryzae.
M. oryzae has been reported to colonize rice roots under
laboratory conditions (Campos-Soriano and San Segundo 2009;
Sesma and Osbourn 2004). In order to evaluate if PAF104
affect root colonization, confocal microscopical observations
of roots inoculated with M. oryzae (gfp-PR9) treated or not
with peptide were conducted. Conidia germinated on the rice
root surface (Fig. 7). No differences were observed in root

Control >

PAF104

colonization when the fungus is treated with PAF104 relative
to that of nontreated conidia. In fact, at 30 h after inoculation,
the fungus had penetrated epidermal root cells (Fig. 7, arrows
in ¢ and f) independently of the peptide treatment.

DISCUSSION

Important research efforts are being addressed to develop
novel specific fungicides with lower unspecific toxicity in or-
der to avoid some of the drawbacks of current fungicides.
The identification and application of target-oriented antifun-
gal compounds has been proposed as an environmentally sus-
tainable strategy to control phytopathogen diseases (Brent

B 10

Lesion Area (%)

28]

*

gfp-Guyl1

gfp-PR9

Fig. 6. Resistance to infection by the rice blast fungus Magnaporthe oryzae in rice cv. Senia plants. A, A representative experiment of infection of detached
leaves with gfp-expressing Magnaporthe oryzae Guy11 isolate. Detached leaves were infected with a fungal solution adjusted to 5 x 10° conidia per milliliter
from the isolate gfp-Guyl1 nontreated (control) or treated with 20 uM PAF104. Pictures were taken at 3 days after inoculation. Leaf lesions were also
observed by light and fluorescent microscopy (inset images). B, Percentage of leaf area affected by blast lesions at 3 days postinoculation was determined
using image analysis software Assess v. 2.0 for plant disease quantification. Results are shown as mean values * standard deviation of one representative ex-
periment for each fungal isolate from at least two experiments with similar results. For both isolates, the treated sample differs from the control sample at the

95% confidence (analysis of variance).

Control

PAF104

Fig. 7. Confocal laser scanning microscopy of rice roots inoculated with the gfp-expressing A to C, Magnaporthe oryzae PR9 alone or D to F, treated with
20 uM PAF104 and stained with propidium-iodide to visualize the roots. Fungal conidia and hyphae in contact with rice roots 6 h after inoculation (A, B, D,
and E). Hyphae growing along the rice root 30 h after inoculation (C and F); some epidermal cells have already been penetrated (arrows). Bar = 10 um. The
dotted white lines in A, C, D, and F indicate the xz axis presented in the lower parts of panels.
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and Hollomon 2007; Knight et al. 1997; Ragsdale 2000).
Current chemical fungicides that inhibit conidial germination
and mycelial growth normally have broad-spectrum activity
and, probably, high relative toxicity. In this study, we have
identified a small synthetic peptide, PAF104, that is effective
for reducing the development of M. oryzae diseases on rice.
Although PAF104 inhibited appressorium formation of M.
oryzae, the ability of conidia to germinate and grow was not
affected, suggesting that the peptide was not toxic to fungal
conidia. In this regard, it has been proposed that compounds
blocking a specific target required in infection are more
pathogen-specific and, thus, will have low unspecific toxicity
(Thines et al. 2004). PAF104 belong to the PAF series pep-
tides previously characterized by their antifungal activity
against several filamentous fungi but reduced toxicity against
nontarget bacteria and yeast cells (L6pez-Garcia et al. 2002)
and with low hemolysis compared with the lytic peptide
melittin (Mufioz et al. 2007). Moreover, no cytotoxicity to
human keratinocytes has been shown for one of these PAF
peptides (PAF26) (Lopez-Garcia et al. 2007). Together with
these previously published data regarding the toxicity of PAF
peptides with primary sequence similarity, the results reported
in this work suggest the lack of unspecific toxicity of PAF104.
On the other hand, the peptide PAF42D, with analogous se-
quence to PAF104, showed growth-inhibitory activity against
the phytopathogen M. oryzae with a MIC (minimum inhibi-
tory concentration) value of 16 uM (Muiioz et al. 2007). The
growth inhibitory activity of PAF42D might be attributed to
their possible higher resistance to protease degradation due
to the D-amino acids sequence and the peptide ends modifi-
cation by N-terminal acetylation and C-terminal amidation.
However, the stability of PAF104 or PAF42D to protease
degradation has not yet been tested. Similar experiments with
another PAF peptide (PAF19) show that the peptide synthe-
sized with L-amino acids is more susceptible to protease deg-
radation than the peptide synthesized with D-amino acids
(Lépez-Garcia et al. 2000). Further analyses of the unspecific
toxicity and stability toward digestion by protease of PAF104
are needed.

Our experiments show a clear correlation between inhibition
of appressorium formation by PAF104 in vivo (Fig. 5) and
infection severity (Fig. 6). However, the peptide was not able
to completely block appressorium formation on in vitro hydro-
phobic surfaces at the concentration used in in vivo appresso-
rium formation and infection assays (i.e., 20 uM; Fig. 1C).
The formation of nonfunctional appressorium or the activation
of host resistance in response to peptide treatment might
explain these results. In favor of the formation of nonfunctional
appressorium, appressorium-like = structures developed by
hyphal tips were observed after treatment with PAF104 for 24
h (data not shown). Previous studies have shown that these
appressorium-like structures have lower efficiency in plant
penetration than appressoria formed by germ tubes (Kong et
al. 2013).

On the other hand, the fungus is able to germinate and
grow on the leaf surface, which is consistent with the lack of
germination and growth inhibition by PAF104 in vitro. These
data emphasize that PAF104 may not have unspecific toxicity,
as noted above. Previous works suggested that chemical com-
ponents present in rice leaves, such as cutin monomers includ-
ing 1,16-hexadecanediol, may interfere with the inhibitory
effect of some antifungal compounds (Oh and Lee 2000). Our
data show that the addition of 1,16-hexadecanediol does not
affect the inhibitory activity of PAF104 on in vitro hydropho-
bic surfaces, and consequently, this peptide blocks appresso-
rium formation on rice leaves. Of interest, PAF104 is not
able to block the colonization of M. oryzae on rice root under

laboratory conditions. However, there is no evidence of in-
fection of rice plants through M. oryzae colonization of roots
in the field.

Currently, with the advent of high-throughput technologies,
plant pathologists have made significant progress in under-
standing plant-pathogen interactions using model organisms
such as M. oryzae (Kawahara et al. 2012; Liu et al. 2010;
Mathioni et al. 2011; Soanes et al. 2012; Tucker et al. 2010;
Wang and Valent 2009). This knowledge is useful to character-
ize the mode of action of different potential appressorium
inhibitors. Our RT-qPCR analysis revealed the repression of
MoMSB2 and MSTII gene expression. The transmembrane
mucin protein Msb2 has been characterized as a surface sensor
to induce appressorium formation in Ustilago maydis and M.
oryzae (Lanver et al. 2010; Liu et al. 2011). Our results regard-
ing the repression of the MoMSB2 gene expression by PAF104
suggest that the peptide might act in blocking the recognition
of external signals, i.e. hydrophobicity and cutin monomers,
required to induce appressorium formation. This hypothesis is
consistent with the results obtained after the addition of the
cutin monomer 1,16-hexadecanediol; that is, the PAF104 inhibi-
tion of appressorium formation cannot be nullified by the addi-
tion of this inductor. Moreover, the proposed mode of action of
PAF104 is consistent with the idea that its inhibitory activity
was bypassed by the addition of cAMP.

Liu and coworkers (2011) showed that the activation of
Pmkl was reduced in Momsb2 mutants, suggesting that
MoMsb2 may function upstream from the Pmk1 pathway in
M. oryzae, but PMKI expression was not affected in these mu-
tants. According to these previous results, our data show that
PMK]1 expression level does not change after peptide treatment,
although PAF104 represses the expression of MST/I. It has
been demonstrated that mutants blocked in the Mstl1-Mst7-
Pmk1 mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascade fail
to form appressoria and are nonpathogenic (Hamel et al. 2012;
Zhao et al. 2005). Whether PAF104 treatment affects the acti-
vation of Pmk1l remains to be seen, and future research is
being focused on the characterization of its mode of action in
more detail.

On the other hand, we show that the expression level of the
MAPK gene MPSI does not change after PAF104 treatment.
The mpsl mutant has been characterized as significantly re-
duced in aerial hyphal growth and conidiation (Xu et al. 1998).
The absence of MPSI expression change by PAF104 is con-
sistent with our results showing that the peptide does not affect
the germination or vegetative mycelial growth of the fungus
M. oryzae.

Taken together, these results indicate that small peptides,
such as PAF104, regulate genes at the transcriptional level.
Transcriptional control mediated by small interfering peptides
(siP) affecting the functionality of specific transcription factors
has been demonstrated (Lee and Mapp 2010; Seo et al. 2011;
Yun et al. 2008). These siP share some properties of cell-pene-
trating peptides, such as their cationic charge and their ability
to cross cellular membranes in a nondisruptive way and gain
access to different cellular compartments. This translocation
capability is being demonstrated for an increasing number of
AMP (Henriques et al. 2006; Marcos et al. 2008). Although
the cell-permeation properties of PAF104 remain to be demon-
strated, the penetrating properties of the lead peptide PAF26
have been previously published (Mufioz et al. 2012).

The results presented here suggest that PAF104 could be a
promising compound with potential application for the control
of rice blast disease by blocking a specific target related to ap-
pressorium formation, a process essential for infection of rice
leaves. It has been postulated that fungi are less likely to de-
velop resistance against compounds that do not interfere with
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its vegetative growth (Thines et al. 2004). In addition to envi-
ronment-friendly compounds, another restriction to applying a
novel compound as a fungicide to control crop diseases is the
fact that it must be economically viable for the farmer. One in-
teresting advantage of the potential application of a peptide in
plant protection is the ability to produce this compound in high
amounts to reduce the cost of further application. The protein
nature of PAF104 makes feasible the design of synthetic genes
for its heterologous production through biotechnology. More-
over, a PAF104 specific inhibitory effect is also likely to be ad-
vantageous for developing new fungicides. The short sequence
length of PAF104 favors structure and activity studies in a ho-
listic approach to enhance their stability or to use as a lead com-
pound to develop novel compounds with improved properties.

MATERIALS AND METHODS

Strain and growing conditions.

Two isolates of M. oryzae were used in this study for in
vitro appressorium-inhibition assays, namely PR9 (CIRAD
collection, Montpellier, France) and Guyl1 (Centre for Plant
Biotechnology and Genomics, Universidad Politécnica de
Madrid, Spain). For the leaf- and root-infection assays, M. ory-
zae PR9 and Guyll isolates that constitutively produce the
GFP protein were used (gfp-PR9 and gfp-Guyl1; provided by
A. Sesma and B. San Segundo, respectively). The fungus was
grown on oatmeal agar (Difco, Detroit) at 28°C under a 16-h
light and 8-h dark photoperiod. Conidia were collected from
11- to 13-day-old culture with sterile water, were filtered
through miracloth, and were titrated with a Neubauer chamber.

Synthetic peptides.

Peptides (Table 1) were purchased at >90% purity from Gen-
Script Corporation (Piscataway, NJ, U.S.A.). They were syn-
thesized by solid-phase methods using N-(9-fluorenyl)meth-
oxycarbonyl chemistry. Stock solutions of each peptide were
prepared in sterile milliQ-water, and peptide concentrations
were determined by measuring the molar extinction coefficient
(€) at 280nm for the Trp residue is 5,600 M~ cm™).

Appressorium formation inhibition assay.

Development of appressoria in M. oryzae conidia was moni-
tored on the hydrophobic surface of nontreated polystyrene 24-
well microtiter plates (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, U.S.A.). Drops (8 pl) of a conidial suspension
adjusted to 3 x 10° to 5 x 10° conidia per milliliter were placed
on the hydrophobic surface and 2 pl of peptides were then
added to reach different final concentrations from 5x stock
solutions. As positive control, the same volume of sterile water
was added to some drops.

The plates were sealed and stored at 28°C in dark condi-
tions. Pictures of five random fields for every drop were taken
with an Olympus Stereoscope microscope SZX16 after 6 and
24 h of incubation, and the percentage of conidia induced to
form appressorium was determined by microscopic examina-
tion of at least 100 conidia per replicate. The data were shown
as the relative percentage of appressorium formed after peptide
treatment compared with the appressoria formed in control
samples. At least three independent experiments were carried
out with each fungal isolate.

To identify possible sites of inhibition on appressorium for-
mation, additional assays were conducted by the addition of
known inductors for M. oryzae appressorium development. For
that, we added 2.4 mM cAMP (Sigma-Aldrich, St. Louis) or
10 uM 1,16-hexadecanediol (Sigma-Aldrich), in order to eval-
uate the effect of these inductors on the inhibition activity of
the peptide PAF104 after 6 h of incubation. In addition to the
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hydrophobic polystyrene plates mentioned above, we used
cell-treated polystyrene plates (Costar, Corning Inc., Corning,
NY, U.S.A.) as hydrophilic surface.

RNA isolation and analysis
of gene expression by RT-qPCR.

Drops (10 pl) of PRY conidial suspension (10° spores per
milliliter) were incubated without or with 5 uM and 20 pM
of PAF104 as described above on the hydrophobic surface of
square polystyrene petri dishes (Deltalab, Barcelona, Spain).
After 6 h of incubation, fungal material (about 2 X 10° conidia)
was collected and immediately frozen in liquid nitrogen and
lyophilized. RNA extraction was performed using the Maxwell
16 LEV simplyRNA purification kit (Promega, Madison, W1,
U.S.A.). RNA quality was determined using an Agilent Bio-
analyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, U.S.A.).
RT-qPCR analyses were carried out in 96-well optical plates
in a LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche) ac-
cording to the following thermal profile: activation step
(95°C for 10 min), amplification step (45 cycles of 95°C for
10 s, 60°C for 30 s) and an additional cycle of dissociation
curves to ensure a unique amplification. The reaction mixture
contained 10 pl of 2x SYBR Green Master mix reagent
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, U.S.A.), 2 pl of
cDNA sample, and 400 pM of each gene-specific primer in a
final volume of 20 pl. Three technical repeats of each one of
at least three independent biological replicates were con-
ducted. The elongation factor 1ow was used in this assay as
reference gene (Skamnioti and Gurr 2007). The relative ex-
pression software tool (Multiple Condition Solver REST-
MCS v2) was used to determine the relative quantification of
target genes normalized to the reference gene (Pfaffl et al.
2002).

Conidia adhesion on polystyrene and germination assays.

The effect of PAF104 on conidia adhesion was assayed as
previously described but with minor modifications (Stanley et
al. 2002). Briefly, the fungal conidia-peptide mixtures were
prepared as described above on a hydrophobic surface, but the
plates were incubated for 1 h at 28°C in dark conditions. After
incubation, images of the different drops were taken with the
Olympus Stereoscope microscope SZX16 under a 4x objec-
tive. After adding 1 ml of distilled water to wash the non-
adhered conidia, another set of images was taken. The number
of conidia in each image was counted and the percent adhesion
was calculated by dividing the number of conidia remaining
after the wash by the number before washing.

To assess the influence of PAF104 on germination of M.
oryzae, conidia suspensions (10 conidia per milliliter) were
incubated with 20 uM of PAF104 in a final volume of 10 pl.
After a 4-h incubation at 28°C, the percentage of conidia that
had germinated was determined by direct microscopic counts.

Growth inhibition assay.

In vitro antifungal activity of the peptide PAF104 was deter-
mined using a microtiter plate assay as previously described
(Lépez-Garcia et al. 2012a). The fungus was grown on sterile
96-well plate (Costar) in a final volume of 100 pl of PDB (po-
tato dextrose broth; Difco) diluted to half (50% PDB), contain-
ing 0.003% (wt/vol) chloramphenicol to avoid bacterial growth.
The assay mixture contained 40 pl of a fungal suspension at 6 X
10* conidia per milliliter, 50 pl of PDB, and 10 pl of a 10x
peptide solution. As a control for fungal growth, 10 pl of sterile
milliQ-water was added to the mixture instead of peptide. The
plate was incubated at 28°C, and fungal growth was deter-
mined by measuring optical density at 492 nm in a Spectra-
Max MI13 (Molecular Devices, Menlo Park, CA, U.S.A.)



microplate reader. The mean and SD were calculated for each
treatment. The experiment was repeated at least three times.

Inoculation of rice leaves with M. oryzae conidia.

The commercial japonica rice (Oryza sativa L.) cultivar Senia
was used to evaluate appressorium formation on leaves. The
rice plants were cultivated at 28°C under an 18-h light and 6-h
dark photoperiod in the greenhouse. The second leaf of rice
seedlings at the three-leaf stage was placed into plate dishes
with 1% (wt/vol) bacto agar (Difco) containing 2 pg of kinetin
per milliliter.

The M. oryzae gfp-PR9 and gfp-Guyl1 isolates were used
for the leaf infection assay. Infection experiments were carried
out using the detached leaf assay described by Coca and asso-
ciates (2004) with minor modifications. Conidial suspensions
at 1 x 10° to 5 x 10° conidia per milliliter were incubated with
20 uM PAF104 or with sterile milliQ-water (for comparison
purposes) for 30 min. Tween-20 was added to the treated conidia
for a final concentration of 0.025% (vol/vol). Drops (10 ul) of
the conidial suspension were placed onto detached leaves. In-
oculated leaves were maintained in the dark in a chamber
under high-humidity conditions at 28°C for 24 h and the drop
was removed. Then, leaves were kept at 28°C and high-
humidity conditions under a 16-h photoperiod for the required
time.

Rice leaves were subjected to CLSM analysis using a Leica
SPSII spectral vertical confocal microscope at 6 h after inocu-
lation with fungal conidia. Visualization of the gfp-expressing
M. oryzae strains was carried out using excitation at 488 nm
and emission at 505 to 530 nm.

Disease symptoms were visualized after 3 days of inocula-
tion. Pictures of the inoculated leaves were taken with a Nikon
camera D7000. Leaf lesions were also observed by light and
fluorescent microscopy, using an Olympus Stereoscope micro-
scope SZX16. At least two independent experiments were car-
ried out for each fungal isolate, and in each experiment, at
least three leaves were inoculated. Lesion areas were quanti-
fied by Image Analysis Software, Assess 2.0, for plant disease
quantification (Lamari 2008).

Inoculation of rice roots with M. oryzae conidia.

Infection studies of root tissues were done by direct applica-
tion of 100-pl conidia suspension at 10° conidia per milliliter
onto root tissues of 3-day-old seedlings. Inoculated seedlings
were allowed to continue to grow for the required period of
time. M. oryzae-infected roots were stained with propidium
iodide (0.2 g/ml) for 3 min and were subjected to CLSM
analysis as previously described (Campos-Soriano and San Se-
gundo 2009). Visualization of propidium iodide stained roots
was carried out using excitation and emission at 543 nm and
560 to 615 nm, respectively. Transverse sections of rice roots
were made and microscopical examinations of the infected
root were carried out at different times after inoculation.
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Supplementary Fig. S1. Effect of different concentrations of
PAF104 on the in vitro growth of Magnaporthe oryzae PR9 in 50%
potato dextrose broth liquid medium. Results are shown as mean
values of optical density (OD) at 402 nm +SD over time (in hours)
for control samples in the absence (black circles) and presence of 8
uM (white triangle), 16 uM (white diamonds), 32 uM (white
circle), and 64 uM (white square) of peptide.

Supplementary Fig. S2. Confocal laser scanning microscopy of rice leaves
inoculated with conidia of the gfp-expressing Magnaporthe oryzae PR9 isolate.
Bright field (a) and green fluorescence (b) images were taken 6h after inoculation.
Arrows indicate the formed appressoria. Bar = 10 um



Supplementary Table S1. Oligonucleotide primer sequences used for each target and reference gene
in this study

Gene Protein Sequence 5° — 3’

EFla MGG 03641 Elongation factor 1o ga : 551 :E%ﬁiﬁé;%g%ﬁ%%%ﬂ%ﬁ%ﬁ;% ’
mPG] MGG_10315 Hydrophobin-like protein g 2 : jggéggggiggggxgg: g :
MoMSB2 MGG_06033  Surface mucin protein E g : :2?222;;222%2522222? é :,)’ ,
MoSHO1 MGG_09125 Membrane sensor g 2 : : ggéiggggggizgiggigi: i :
prH11 MGG_05871 G protein-coupled receptor E g : :ggggggéggig;ﬁgég?g? ; :,)) ,
MmGBl  MGG_05201 G protein 3 subunit E 2 : :?gggggéﬁggiggg;ggg? ; ? I
MAGB MGG_00365 G protein o subunit E g : :ggﬁgggﬁgﬁgégigigg@;ﬁ; ,
Mmac1 MGG_09898  Adenylate cyclase E 2 : : gggg;gigﬁigg?ggiggg : i :
MPKC ~ MGG_08689  Protein kinase C fi o GCTOGTOCCCCAGRATCG 31
PMKI  MOG_09565 MAPK R: 5'-AGAGCAAACGACTCCATAAGC-3”
MPS]  MGG_04943  MAPK Ry o ﬁﬁﬁiﬁégﬁiggﬁgggﬁ g
MsTI] MGG 14847 MEK kinase R: 5'-CACCATCGGCCACTTGAATT- 3"

*F: forward primer; R: reversed primer
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Capitulo 2

Resumen

La piriculariosis causado por Magnaporthe oryzae es una de las enfermedades mas
devastadoras del arroz. Una de las etapas mas importantes en el ciclo infectivo de M. oryzae es
la formacién de una estructura en forma de cupula llamada apresorio. El propdsito del
presente estudio fue la identificacidon de nuevos péptidos antimicrobianos para el control de la
piriculariosis bloqueando la formacién de apresorio a través del escrutinio de una biblioteca
combinatoria de péptidos. Como resultado de este escrutinio, un conjunto de 29 péptidos
fueron identificados, sintetizados y comparados con el péptido previamente identificado
PAF104. Los péptidos MgAPI24, MgAPI40 y MgAPI47 muestran mayor actividad inhibitoria del
apresorio de M. oryzae. Nuestros resultados sugieren que estos péptidos presentan un efecto
diferencial sobre la formacion de dos estructuras distintas: los apresorios y unas estructuras
similares a apresorios. Los ensayos antimicrobianos frente a M. oryzae y otros
microorganismos muestran baja o nula toxicidad de estos péptidos, demostrando su
especificidad en el bloqueo de la formacién de apresorio. Como conclusién destacar que el
resultado de esta investigacién puede ser de interés en el desarrollo de nuevos péptidos

especificamente dirigidos para su uso en proteccién vegetal.
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The rice blast disease caused by Magnaporthe oryzae is one of the most devastating diseases of cultivated
rice. One of the most important stages in the infective cycle of M. oryzae is the formation of the dome-
shaped structure called appressorium. The purpose of the present study was to identify novel peptides
to control the rice blast disease by blocking the appressorium formation through screening of a synthetic

Kf_nyOTdSi peptide combinatorial library. As result of the screening, a set of 29 putative bioactive peptides were
Rice-blast identified, synthesized and assayed in comparison with the previously identified peptide PAF104. The
Appresso.“a peptides MgAPI24, MgAPI40 and MgAPI47 showed improved inhibitory activity on the M. oryzae appres-
Oryza sativa

sorium formation. Our data show that these peptides have a differential effect on two developmental
structures: appressoria and appressorium-like structures. Antimicrobial assays against M. oryzae and
other non-target microorganisms showed a weak or no toxicity of these peptides, demonstrating their
specific activity blocking the appressorium formation. Therefore, the outcome of this research would

Antimicrobials

be useful in the development of novel target-oriented peptides to use in plant protection.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Plant infectious diseases caused by phytopathogenic fungi
produce an important reduction of plant yield across many crop
species, and require the continued use of fungicides for control.
However, there are several problems associated to their use, such
as the limited spectrum of action, the emergence of resistant fungal
isolates and the negative impact on human health and the environ-
ment [1]. To substitute for or complement current fungicides, more
pathogen-specific compounds with lower unspecific toxicity could
be identified by screening for molecules which specifically block
infection-related processes rather than inhibit vegetative hyphal
growth. The identification and application of these target-oriented
molecules has been proposed as an environmentally friendly alter-
native to avoid some drawbacks of current fungicides [1,2].

Natural and synthetic antimicrobial peptides (AMPs) have
emerged as promising compounds to use in plant protection as
alternative to fungicides [3-5]. The diversity available through com-
binatorial chemistry provides a powerful tool to identify novel pep-
tides targeted to specific crop protection problems. “Non-defined”
synthetic combinatorial libraries (SCL) enable the high-throughput

* Corresponding author at: Futureco Bioscience, S.A., 08799 Olérdola, Barcelona,
Spain.
E-mail address: crag.blg@gmail.com (B. Lépez-Garcia).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.09.145
0006-291X/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

(HTP) assay of millions of compounds without sequence restrictions
in relatively short time [6]. In most cases, the primary peptide
screens are cell-based assays of in vitro growth inhibition, which
enables the HTP formats required for the analysis of compound
libraries [7,8]. Indeed, the library used in this work was previously
assayed against the phytopathogen Penicillium digitatum, identify-
ing several peptides called PAFs [7]. However, few examples of pep-
tide screens targeted to specific pathogen functions have been
applied to plant pathogens [9-11].

This work focuses on the screening of a peptide library to
identify inhibitors of an essential infection process of the rice blast
fungus Magnaporthe oryzae, a devastating rice pathogen [12]. M.
oryzae passes through a set of well-defined developmental stages
to successfully invade and infect host plants: adhesion to plant
surface and germination, appressorium differentiation and
maturation, penetration and invasive growth. Multiple external
signals and several transduction pathways, including Pmk1 and
Mps1 mitogen-activated protein kinases (MAPK) and cAMP-
dependent signaling pathways, regulate this developmental pro-
cess [12-16].

We have previously characterized the heptapeptidePAF104 as
an inhibitor of appressorium formation in M. oryzae that affects
the expression of genes coding for components of the Pmk1
pathway [17]. PAF104 was identified as a derivative of PAF26,
and both peptides resulted from combinatorial screens to find


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bbrc.2014.09.145&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.09.145
mailto:crag.blg@gmail.com
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.09.145
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X
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inhibitors of fungal growth [7,18]. The purpose of this study was
the improvement of the properties of PAF104 through combinato-
rial chemistry by screening of a “non-defined” hexapeptide library
specifically against appressorium formation. As a result of the
screening, the improved peptides MgAPI24, MgAPI40 and MgAPI47
have been identified.

2. Materials and methods
2.1. Microbial strains and growth conditions

M. oryzae isolate PR9 (CIRAD collection, Montpellier, France)
was used for the in vitro appressorium inhibition assays. The fun-
gus was grown on complete medium at 25°C under 16 h/8 h
(light/dark) photoperiod. The composition of complete medium
(CM) is minimal medium (MM, 6 g/l NaNOs, 0.52 g/l KCl, 0.52 g/l
MgS04-7H,0, 1.52 g of KH,PO,4, 0.001% thiamine, 0.1% trace ele-
ments supplemented with 10 g/l p-glucose) supplemented with
2 g/l peptone, 1 g/l yeast extract, and 1 g/l casamino acids. Conidia
were collected from 11 to 13 days-old culture with sterile water,
filtered through miracloth and titrated with a Neubauer chamber.

Other microorganisms used were a fungal strain of Fusarium
proliferatum isolated from rice and the laboratory strain of Esche-
richia coli (DH5a). F. proliferatum was cultured in potato dextrose
agar (PDA) plates at 25 °C and conidia were collected as described
above. E. coli was grown in Luria-Bertani (LB) medium at 37 °C to
exponential phase, diluted to the appropriate concentration, and
used in the antimicrobial assays.

2.2. Peptide library and individual synthetic peptides

The synthesis of the library used in this work was described
previously [7]. Peptide mixtures were dissolved in 5% dimethyl-
sulfoxide (DMSO). Individual peptides (Table 1) were purchased
at >90% purity from GenScript Corporation (New Jersey, USA) and
dissolved in sterile miliQ-water.

2.3. Appressorium formation assay

Development of M. oryzae appressoria on hydrophobic surface
was monitored by microscopic examination as previously
described [17]. Briefly, 8 pl-drops of a conidial suspension adjust
to 5 x 10° conidia/mL were placed on the hydrophobic surface
and then 2 pl of each mixture of peptide library or sequence-
defined peptides were added to reach different final concentrations
from 5x stock solutions. In the assay of the peptide library, two
concentrations of peptide mixtures were assayed (0.5 mg/ml and
1 mg/ml), and the same volume of 5% DMSO was added to some
drops as mock to confirm that it did not significantly affect the
appressorium formation.

Pictures of 5 random fields of every drop were taken with an
Olympus Stereoscope microscope SZX16 and the percentage of
conidia induced to form appressorium was determined by micro-
scopic examination for at least 100 conidia per replicate. The per-
centage of appressorium formation after each peptide treatment
was calculated as the number of appressoria formed relative to
the number in control samples without peptide. At least two inde-
pendent experiments were carried out.

2.4. In vitro germination and antimicrobial activity assays

The percentage of M. oryzae germinated-conidia after peptide
treatment was determined as previously described [17]. Briefly,
conidia suspensions (10° conidia/mL) were incubated with 20 uM
of each peptide and, after 4 h incubation at 28 °C, germinated
and non-germinated conidia were quantified by direct microscopic
counts.

Table 1

Amino acid sequences of the peptides obtained of the analysis of the library.
Peptide Sequence
PAF26 NH,-RKKWFW-COOH
PAF104 NH,-WRKKWFW-COOH
#21 NH,-WRKKWEW-COOH
#22 NH,-WRKKWGW-COOH
#23 NH,-WRKKWHW-COOH
#24 NH,-WRKKWIW-COOH
#25 NH,-WRKKWMW-COOH
#26 NH,-WRKKWPW-COOH
#27 NH,-WRKKWTIW-COOH
#28 NH,-WRKKWVW-COOH
#29 NH,-WRKKWWW-COOH
#30 NH,-WRKKFFW-COOH
#31 NH,-WRKKFEW-COOH
#32 NH,-WRKKEGW-COOH
#33 NH,-WRKKFHW-COOH
#34 NH,-WRKKFIW-COOH
#35 NH,-WRKKEMW-COOH
#36 NH,-WRKKFPW-COOH
#37 NH,-WRKKFTW-COOH
#38 NH,-WRKKEFVW-COOH
#39 NH,-WRKKFWW-COOH
#40 NH,-WRKKRFW-COOH
#41 NH,-WRKKREW-COOH
#42 NH,-WRKKRGW-COOH
#43 NH,-WRKKRHW-COOH
#44 NH,-WRKKRIW-COOH
#45 NH,-WRKKRMW-COOH
#46 NH,-WRKKRPW-COOH
#47 NH,-WRKKRTW-COOH
#48 NH,-WRKKRVW-COOH
#49 NH,-WRKKRWW-COOH

Residues differential to those of heptapeptide PAF104 are underlined. Peptides
selected for further studies are in bold letter.

In vitro antifungal activities of the peptides were determined
using a microtiter plate assay as previously described [19,20].
The assay mixture contained 2.5 x 10* conidia/ml in a final
volume of 100 uL of PDB (Potato Dextrose Broth, Difco, Detroit,
USA) diluted one half (50% PDB) or one fifth (20% PDB) for
M. oryzae or F. proliferatum, respectively. Peptides were added in
a 10 pL volume from a 10x peptide solution to reach different final
concentrations. The assay mixture contained 30 pig/ml chloram-
phenicol per well to avoid bacterial contamination. 96-well plates
were incubated at 25 °C and growth was determined by measuring
optical density (OD) at 492 nm in a SpectraMax M13 (Molecular
Devices, CA, USA) microplate reader at different times. In all the
experiments, three replicates were prepared and the mean and
standard deviation (SD) were calculated for each treatment.

A solution killing assay was performed to determine survival of
the bacterium E. coli after peptide treatment. Bacterium in
exponential phase growth was suspended to 10° cells/ml in 20%
LB, different concentrations of peptides were added and samples
were incubated at 37 °C. At different incubation times, serial
10-fold dilutions of cells were prepared and aliquots of 10 pL of
each sample were dotted on peptide-free LB agar plates to deter-
mine viability.

3. Results and discussion

3.1. Screening of a PS-SCL for inhibition of appressorium formation in
M. oryzae

The PS-SCL represent 47 millions of peptides and consisted of
six sub-libraries as previously described [7,20]. Each sub-library
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Fig. 1. Effect of the peptides labeled in the x-axis on the in vitro appressorium formation in M. oryzae on a hydrophobic surface. The panel shows the mean relative

appressorium formation + SD after 6 h of treatment with 10 pM of peptide.

is composed of 19 complex mixtures, each one specifying one of
the natural amino acids (except cysteine) at each one of the pep-
tide position. The assay of the peptide mixtures provides informa-
tion about the most important amino acid residue at each position
of the peptide. In this work, the PS-SCL was tested for the in vitro
inhibition of appressorium formation in M. oryzae (Fig. S1). Clear
differences were observed between the different mixtures that
composed each sub-library, suggesting that inhibitory activity is
due to individual peptide(s) present in the mixture.

The so-called deconvolution process of the library consisted in
selecting the putative relevant amino acid residues for each
position. In our case, very similar (and significant) activities were
observed between mixtures within position 3, indicating that no
clear-cut assignment could be made at this position of the peptide.
Based on the data from the screening of the PS-SCL at both
concentrations 0.5 mg/ml (Fig. S1) and 1 mg/ml (data not shown),
the initially selected residues for the other positions were:
glutamic acid, asparagine and arginine at position 1; arginine at
position 2;alanine, phenylalanine, and arginine at position 4; glu-
tamic acid, glycine, histidine, methionine, proline, threonine, valine
and tryptophan at position 5; and alanine and glutamic acid at
position 6 (colored in black in Fig. S1).

3.2. Selection of sequence-defined peptides and assay of their
appressorium inhibitory activity

We have previously characterized a synthetic heptapeptide
(WRKKWFW, PAF104) that reduced the appressorium formation
in M. oryzae [17]. PAF104 was identified as a derivative sequence
of the lead hexapeptide PAF26 (RKKWFW) [18] which was previ-
ously identified by the screening against the growth of the filamen-
tous fungus P. digitatum of the same PS-SCL used in this study [7].
Considering the amino acid sequence of these peptides, we used
the data from the screening of the PS-SCL (Fig. S1) to rationally
design a set of 29 heptapeptides that are derived from the
PAF104 sequence (Table 1).

Unexpectedly, the mixtures corresponding to tryptophan at
position 4 and phenylalanine at position 5 (Fig. S1) (numbering
as in PAF26, which correspond to positions 5 and 6 of PAF104,
see Table 1) showed only a limited inhibition of appressorium for-
mation at the lowest concentration used (i.e. 0.5 mg/ml). This dis-
crepancy is likely related to the different activities that were
assayed in the screening of the PS-SCL: inhibition of fungal growth
to identify PAF26/PAF104 [7,18] versus inhibition of appressorium
formation (this work). Thus, these positions were combinatorial-
ized, whereas the other five positions 1, 2, 3, 4, and 7 were con-
served in the primary structure of PAF104, due to the promising
inhibitory activity on appressorium formation of this heptapeptide
[17]. Residues selected for substitutions have chemical properties
representative of the active mixtures. The residues used in position

5 were phenylalanine (as hydrophobic amino acid) and arginine (as
positively charged), that correspond to two of the three most active
peptide mixtures at position 4 of the combinatorial library (Fig. S1).
For position 6, the residues selected were isoleucine, methionine,
proline and valine (as hydrophobic amino acids), histidine, threo-
nine and tryptophan (as polar amino acids), glutamic acid (as neg-
atively charged) and glycine (due to its high activity in position 5 of
the combinatorial library). As a result of our focused deconvolution
process, we selected 29 heptapeptide sequences with potential
inhibitory activity of appressorium formation (Table 1, numbered
#21 to #49). The peptides are divided in three series depending
of the residue used in position 5 of PAF104: tryptophan (from
#21 to #29), phenylalanine (from 130 to #39) and arginine (from
#40 to #49).

The set of 29 individual peptides (Table 1) were assayed against
the appressorium formation of M. oryzae on a hydrophobic surface
and PAF104 was used as a reference control (Fig. 1). From this
screening, we selected the peptides #24, #40 and #47 (called
MgAPI24, MgAPI40 and MgAPI47 from now on) with improved
inhibitory activity on the appressorium formation of M. oryzae than
PAF104.

3.3. Comparative appressorium inhibition activities of selected
peptides with PAF104

Firstly, we evaluated the effect of different concentrations of the
selected peptides MgAPI24, MgAPI40 and MgAPI47, in comparison
with PAF104, at an initial stage of the appressorium formation, i.e.
6 h after conidia germination when the appressorium is differenti-
ated from the tip of the germ tube. We observed a reduction of
appressorium formation that correlated with an increase of pep-
tide concentration for all the peptides tested (Fig. 2), as previously
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Fig. 2. Relative appressorium formation in M. oryzae after 6 h of incubation with
different concentrations of PAF104 (black diamond), MgAPI24 (white square),
MgAPI40 (white triangle) or MgAPI47 (white circle). Results are shown as mean
values + SD of one representative experiment from at least three experiments with
similar results.
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Fig. 3. Microscopic visualization of the morphologically distinct structures of M. oryzae observed after incubation 24 h on hydrophobic surfaces: germinated spore (A),
melanized appressoria formed at the tip of germ tubes (B), and appressorium-like structures at hyphal tips (C). Arrows point to (S) spores, (GT) germ tubes, (AP) appressoria

and (ALS) appressorium-like structures.

published for PAF104 [17]. At low concentration of peptides (5 uM
and 10 pM), the novel peptides showed an improved activity over
PAF104, thus fulfilling one of the objectives of the present study.
To characterize the appressorium blocking activity in more
detail, we studied the inhibitory activity of the selected peptides
at a later stage when the mature appressorium is already formed.
At this stage, careful visualization of microscopic images showed
morphologically distinct structures after 24 h inoculation of coni-
dia on hydrophobic surface: spores that are able to germinate
but not to form appressoria, appressoria from germ tubes, and
appressorium-like structures at hyphal tips (Fig. 3). As previously
reported, in addition of melanized appressoria formed at the tip
of germ tubes (AP), M. oryzae is able to develop appressorium-like

PAF104
100%

structures at hyphal tips (ALS) [21,22]. In this work, all these struc-
tures were observed after 24 h incubation of M. oryzae in the
absence or presence of the four peptides (PAF104, MgAPI24,
MgAPI40 and MgAPI47). At first sight, all peptides reduce the
amount of AP formed although increase the number of ALS struc-
tures observed. Therefore, both structures (AP and ALS) were quan-
tified separately in samples treated with different concentrations
of peptides PAF104, MgAPI24, MgAPI40 and MgAPI47 (Fig. 4 and
Table S1). Our data show that all peptides have a similar inhibitory
profile at this maturation stage. At increasing concentration of pep-
tides, we observed a clear reduction on the amount of mature AP
developed from germ tube. However, peptide treatment induced
the formation of ALS from hyphal tips. For example, after 24 h

MgAPI24

75% 1

50% A

25%

Developmentalstages (%)

0% -

C 5M I0M 20M

MgAPI40
100%

30M

C 5M 10M 20M 30M

MgAPI47
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Fig. 4. Quantification of different developmental stages after 24 h incubation of M. oryzae on a hydrophobic surface in the absence (C) or presence of increasing
concentrations of PAF104, MgAPI24, MgAPI40 and MgAPI47. The developmental stages are appressoria (black), appressorium-like structures (gray) and germinated spore

(white).
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Table 2
Percentage of growth of F. proliferatum treated with peptides.
% Growth?*
24h 48 h 72h
PAF104 50 uM 63.1+25.9 73.9+21.0 88.6+19.8
75 uM 51+19 494+1.7 86.1+11.7
MgAPI24 50 uM 105.5+13.2 103.0+15.5 108.5+16.8
75 uM 6.7+24 12.5+0.1 56.0+2.1
MgAPI40 50 uM 35.7+89 60.3+4.8 82.2+4.6
75 uM 36+£20 52.6+4.0 95.8+4.7
MgAPI47 50 uM 137.3+9.1 103.0+15.5 108.5+16.8
75 uM 49.7 +11.1 67.3+5.7 88.7+2.0

2 Data are shown as mean values = SD from one representative experiment with three replicates.

treatment with 30 pM of peptides, around 6% and 36% of conidia
develop AP and ALS, respectively, compared with 69.5% and
14.4% of AP and ALS formed without peptide treatment. Our data
show a differential effect on AP and ALS, supporting previous evi-
dences that the formation of both developmental structures
involve different molecular mechanisms [21].

We have previously published that PAF104 reduced the patho-
genicity of M. oryzae on rice although it was not able to completely
block appressoria in vitro [17]. One possible explanation is the for-
mation of non-functional appressorium structures. As reported, the
ALS structures are less efficient than mature AP in penetration of
barley leaves [21]. Our present results regarding the reduction of
AP and induction of ALS after peptide treatment support this pos-
sible explanation.

3.4. Growth inhibition activity profiles of heptapeptides

The previous assays based on the 24 h incubation of fungus
with peptides indicated no inhibition on conidial germination
and mycelial growth, as previously published for PAF104 [17]. To
further confirm this, the number of germinated conidia was quan-
tified after peptide treatment and compared with that of control
treatment; for example, the percentage of germinated conidia
was 91.6 £ 0.8 for sample treated with 20 puM MgAPI24 versus
92.7 £ 0.6 for control. Our data showed that conidial germination
remained unaffected at concentrations at which appressorium
inhibition was observed.

In addition, we tested the effect of different concentrations of
peptides on the mycelia growth of M. oryzae and another filamen-
tous fungus F. proliferatum. In these assays, no or very limited inhi-
bition activity against M. oryzae and F. proliferatum was observed
for the different peptides tested, even at the maximum peptide
concentration used (Fig. S2 and Table 2). Looking in more detail,
we only observed limited growth inhibition of F. proliferatum after
24 h of incubation at 75 uM of peptides (Table 2). However, the
effect of peptides on the fungal growth was negligible at longer
incubation times (until 72 h), with the unique exception of
MgAPI24. MgAPI24 was the peptide showing higher antifungal
activity against F. proliferatum along the time; after 72 h incubation
with 75 uM of MgAPI24, the fungus was able to grow around 50%
relative to growth in absence of peptide.

The antimicrobial activity of peptides was also determined
against the bacterium E. coli. Similarly, a limited effect was
observed on bacterial growth after short incubation time (2 h) for
peptides PAF104 and MgAPI24 at 75 uM although no inhibition
activity was observed at longer incubation time (4 h) (Fig. S3).

Finally, it would be very important to reinforce the specific
effect of the selected peptides on the appressorium formation. All
the four peptides (PAF104, MgAPI24, MgAPI40 and MgAPI47) have
limited inhibitory potency of the growth of the microorganisms

tested. Due to their lower antimicrobial activity, our studies advice
selection of MgAPI47, over PAF104, MgAPI24 and MgAPI40, as
promising compound to control rice blast disease by specifically
blocking appressorium formation and without toxicity to non-
target organisms.
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Figure S1. Activity of the synthetic combinatorial library on the in vitro appressorium formation in M. oryzae on a
hydrophobic surface. Each graph represents the activity of each sub-library wherein each position of the peptide is
defined by the D-amino acid labelled on the x-axis. Appressorium formation was visualized after 6h of incubation with
each peptide mixture at 0.5 mg/ml of final concentrations. Results are shown as the percentage of appressorium
observed relative to the appressorium formed in the absence of peptide considered as 100%. The dotted line within each
graph represents the average of the activities of mixtures showing more than 10% inhibition at 0.5 mg/ml.
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Figure S2. Effect of different concentrations of MgAPI24 on the
in vitro growth of M. oryzae PR9 in 50% PDB liquid medium.
Results are shown as mean values of optical density (OD) at
402 nm + SD over time (in hours) for control samples in the
absence (black diamond) and presence of 8 uM (white square),
16 uM (white circle), 32 uM (white triangle), and 64 pM (white
diamonds) of peptide.
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Figure S3. Effect of peptides PAF104, MgAPI24, MgAPI40 and MgAPI47 on the viability of
E. coli. Shown results correspond to 10 pl drops of serial 10-fold dilutions of cells previously
treated with 75 pM of each peptide for Oh, 2h and 4h of incubation.




Table S1. Effects of different treatments on development of appressoria
(AP) and appressorium-like structures (ALS) by the M. oryzae PR strain.

Percentage of different developmental stages (%)

Appressoria  Appressorium-like ~ Germinated

(AP) structures (ALS) spores
Control 69.5+1.5 144+04 16.2+1.2
PAF104 5uM 473+1.0 19.0+33 33.6+2.6
10 uM 31.3+£2.0 18.8+2.9 499+19
20 uM 149+15 40.5+2.8 446+1.3
30 uM 7.1+1.6 384+3.1 545+2.0
MgAPI24 5 uM 412+19 13.4+2.6 453 +44
10 uM 25.3+0.6 18.2+0.6 56.6+1.3
20 uM 121+1.3 31.7+1.3 56.2+0.8
30 uM 64+2.0 36.1 £1.8 575+3.0
MgAPI40 5 uM 45.7+3.0 13.4£25 409+3.0
10 uM 29.6£3.0 18.4+£2.5 52.0+4.0
20 uM 149+1.0 30.2+£2.6 549+29
30 uM 57+12 33.8+04 60.5+ 1.5
MgAPI47 5 uM 434+ 1.6 12.6 £2.0 44037
10 uM 289+25 193+£0.8 51.8+1.7
20 uM 150+14 309+£0.5 541+14
30 uM 6.3 £2.1 36.7+2.0 57.0+1.2

Data are shown as mean values + SD from one representative experiment
with three replicates.
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Resumen

Magnaporthe oryzae causa importantes pérdidas en todo el mundo y es considerado uno de
los patdgenos de arroz mas daninos. La busqueda de un nuevo tipo de compuestos
antifungicos se centra en su especificidad y en la desaparicién de la toxicidad cruzada con otras
especies. En este trabajo hemos caracterizado la actividad en el bloqueo de la formacién de
apresorio en M. oryzae por parte del péptido antimicrobiano natural Cecropina Ay su derivado
MgAPI16. Estos péptidos son capaces de controlar el desarrollo de la piriculariosis en plantas
de arroz. Varias evidencias indican que ambos péptidos presentan diferente modos de accidn.
La adicién de distintos inductores de la formacidon de apresorio previamente descritos
interfiere con el efecto inhibitorio de MgAPI16 pero no asi con el de la Cecropina A. Ademas,
MgAPI16 muestra una alta especificidad inhibiendo la formacidn de apresorio sin ejercer un
efecto litico sobre las membranas bioldgicas. Mediante microscopia confocal de fluorescencia,
hemos observado, que MgAPI16 se une preferentemente al tubo germinal y el apresorio,
causando la formacion de estructuras aberrantes no funcionales. Los resultados de este
trabajo sugieren que MgAPI16 bloquea especificamente la formacién de apresorio y podria ser
un compuesto prometedor con potencial aplicaciéon para el control de la enfermedad de la

piriculariosis del arroz.

Trabajo enviado para su publicacidon a Phytopathology en Abril 2015
Rebollar A. and Lépez-Garcia B.

A novel Cecropin A-derived peptide as specific inhibitor of appressoria in Magnaporthe oryzae
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ABSTRACT

Magnaporthe oryzae causes crop losses around the world and is considered one of the most harmful
pathogens in rice. The search for new type of antifungal compounds focuses on specificity in order to
avoid toxicity to non-target species. In this work, we have characterized the activity of blocking
appressorium formation in M. oryzae by the natural antimicrobial peptide Cecropin A and its derived
peptide MgAPI16. These peptides are able to control the development of blast disease in rice plants.
Several evidences indicate the different mode of action of both peptides. Addition of described
appressorium formation inductors interferes with the inhibitory effect of MgAPI16 but not with
Cecropin A. Moreover, antimicrobial activity assays showed a weak or no toxicity of MgAPI16 against
bacteria and fungi indicating high specificity inhibiting the appressorium formation. By fluorescence
confocal microscopy, we observed a preferential binding of MgAPI16 to germinal tubes and
appressoria causing the formation of aberrant non-functional appressorium structures. Based on our
results, MgAPI16 is proposed as a target-orientated peptide that specifically blocks appressorium
formation and control rice blast disease, being a promising compound with potential application in

plant protection.

Keywords: rice blast, appressorium, Oryza sativa
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INTRODUCTION

Rice (Oryza sativa) is an important crop in the world and staple food for many countries. One of the
major declines in rice production is the blast disease caused by the fungus Magnaporthe oryzae
(Wilson and Talbot 2009). Different strategies are required for rice blast management, such as
cultural strategies for prevention, resistant varieties, biological control, and chemical fungicides
(Wang and Valent 2009). But even with the integration of these techniques rice blast disease is still
difficult to control, largely because M. oryzae presents a high pathogenic variability and a large
number of fungal races (Ebbole 2007, Maciel et al. 2013, Park et al. 2008). Nowadays, the use of
some chemical fungicides is being restricted due the long-terms repercussions in environment and
human health. The legislation on the use of fungicides is becoming more restricted; many chemical
fungicides are being reviewed for safety and efficacy and some of them may be deregistered as
dangerous to humans or the environment (U.S. Environmental Protection Agency, The Center for

Health and Wellness, European Food Safety Authority websites).

An obligatory feature of novel low risk fungicides is pathogen specificity, which will avoid unspecific
toxicity and prevents undesirable effects on the environment. More pathogen-specific fungicides
could be identified by the screening for molecules which specifically block infection-related processes
such as the appressorium formation, an essential developmental stage in the pre-penetration phase
of some phytopathogenic fungi. Appressorium development in M. oryzae is a complex
morphogenetic process regulated by multiple external signals (surface hydrophobicity, hardness,
cutin monomers, and leaf waxes), and different transduction pathways (Pmk1 and Mps1 MAPK and
cAMP-dependent signaling pathways) (Hamel et al. 2012, Lengeler et al. 2000, Wilson and Talbot
2009). In previous works, we have identified small synthetic peptides able to control rice blast
disease by blocking the appressorium formation in M. oryzae (Rebollar and Lépez-Garcia 2013,
Rebollar et al. 2014). The proposed mode of action for one of these peptides, PAF104, is affecting the
Pmk1 pathway by repression of the gene expression of MoMSB2, which encodes a sensing surface
protein, and the mitogen-activated protein/extracellular signal-regulated kinase kinase kinase MST11
(Rebollar and Lépez-Garcia 2013). Our previous results further support the hypothesis that peptides
blocking a specific target have lower unspecific toxicity and suggest that the application of target-
oriented antifungal compounds might be an environmentally sustainable strategy for plant

protection.

One promising alternative to the classic chemical fungicides are antimicrobial peptides (AMPs),
peptides broadly distributed in nature as innate defense molecules in all organisms (Brogden et al.

2003, Lépez-Garcia et al. 2012, Zasloff 2002). The first family of antibacterial peptides clearly related
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to a bacteria-induced immunity in animals were cecropins in insects (Steiner et al. 1981). Cecropin A
(CecA) is a linear and cationic peptide isolated from the hemolymph of Hyalophora cecropia which
antimicrobial activity has been extensively reported against numerous pathogenic bacteria and fungi
(De Lucca et al. 1997, Giacometti et al. 2003, Lee et al. 2015, Steiner et al. 1981). Moreover, several
reports have shown that the transgenic expression of genes encoding CecA enhance pathogenic

resistance in plants (Bundé et al. 2014, Coca et al. 2006).

The fact that CecA display cytotoxic activity against a wide range of microorganisms suggests the lack
of specificity of this peptide. An approach to identify more pathogen-specific peptides is the
modification of known AMP sequences by residue substitution and/or reduction of size (Cavallarin et
al. 1998, Ferre et al. 2006, Lopez-Garcia et al. 2007, Marcos et al. 2012). This rational design allows us
to obtain new peptides with the favorable characteristics of the natural peptide but avoiding

undesirable secondary effects.

In this work, we have identified a synthetic CecA-derived peptide called MgAPI16 with ability to
control rice blast diseases by specifically blocking the appressorium formation of M. oryzae.
Moreover, the effect of this target-oriented peptide has been deeply studied and compared with the

lead peptide CecA.

MATERIALS AND METHODS
Microbial strains.

M. oryzae isolate PRI (kindly provided by Dr. Tharreau, CIRAD, Montpellier, France) was grown on
complete medium at 252C under 16h/8h (light/dark) photoperiod for 11-13 days as previously
described (Rebollar et al. 2014). A fungal strain of Fusarium proliferatum isolated from rice was
cultured in potato dextrose agar (PDA) plates at 252C for 7 days. The laboratory strain of Escherichia

coli (DH5a) was grown in Luria-Bertani (LB) medium at 372C to exponential phase.

Synthetic peptides.

Peptides (Table 1) were purchased at >90% purity (GenScript, USA). Peptide MgAPI16 was also
synthesized labeled with tetramethyl-rhodamine at the N terminus (TMR-MgAPI16). Peptide

solutions were prepared in sterile milliQ-water at the appropriate concentration.
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Appressorium formation assay.

Development of M. oryzae appressoria was monitored by microscopic examination as previously
described (Rebollar and Lopez-Garcia 2013). Briefly, 8 ul-drops of a conidial suspension adjust to
5x10° conidia/mL and 2 pl of 5x peptide solutions (or sterile water as control) were placed on a
hydrophobic surface. Pictures of 5 random fields of every drop were taken with an Olympus
Stereoscope microscope SZX16 after 6h and 24h of incubation and the percentage of appressorium
was determined by microscopic examination for at least 100 conidia per replicate. The data were
shown as the relative percentage of appressorium formed after peptide treatment compared to the
appressoria formed in control samples without peptide. At least three independent experiments

were carried out.

To evaluate the effect of appressorium development inductors on the inhibitory activity of the
peptides, 2.4 mM cAMP (Sigma-Aldrich) or 10 uM 1,16-hexadecanediol (Sigma-Aldrich) were added

in determined assays. For that, we used cell-treated polystyrene plates as hydrophilic surface.

Growth inhibition assay.

In vitro antifungal activity of the peptides was determined using a microtiter plate assay as previously
described (Rebollar et al. 2014). Fungus at 2.5x10" conidia/ml was grown in a 96-well plate in a final
volume of 100 ul of 50% PDB with 10 pl of a 10x peptide solution (or sterile milliQ-water as a control
for fungal growth). The plate was incubated at 28°C, and fungal growth was determined by
measuring optical density (OD) at 492nm in a SpectraMax M13 (Molecular Devices, USA) microplate
reader. For bacteria, 10° cells/ml| were grown in 20% LB medium for 6h at 372C and bacterial growth
was determined by measuring OD at 590nm. In each antimicrobial experiment, the mean and
standard deviation (SD) of three replicates were calculated for each treatment and were repeated at

least three times.

In vivo plant infection assays.

For these experiments, the commercial japonica rice cultivar Senia was used. Three weeks-old plants
were sprayed with 1 ml of 10 conidia/ml suspension of M. oryzae PR9 with 0,5% Tween20 (Sigma-
Aldrich) and 20 uM final concentration of the appropriate peptide (or sterile miliQ-water for the

control).
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Plants were kept in high-humidity conditions into a plastic bag for 24h, then were released to a
normal atmosphere and maintained at 282C with 80% humidity and 16h/8h (light/dark) photoperiod.
Pictures were taken 7 days post-infection with a Nikon camera D7000 and lesion areas were

quantified by image analysis software Assess v.2.0.

Interaction peptide-fungi assay.

To characterize the interaction of the peptide MgAPI16 with fungal cells, a M. oryzae Guy11 isolate
that constitutively produce the GFP protein was used (gfp-M. oryzae; kindly provided by Dr. Sesma).
Fungus at 10° conidia/ml was treated with 10 uM of labeled peptide (TMR-MgAPI16) in a polystyrene
hydrophobic plate and incubated at 289C in dark conditions. The appressorium formation stages
were visualized at different times using Olympus FV1000 confocal laser scanning microscope (Tokyo,
Japan), using excitation at 488 nm and emission at 505 to 530 nm for visualization of gfp-M. oryzae

and excitation at 543 nm and emission at 575 nm for TMR-MgAPI16.

RESULTS

In vitro inhibition of appresorium formation in Magnaporthe oryzae by CecA and its derived

peptide MgAPI16.

Firstly, the effect of the antimicrobial peptide CecA on the M. oryzae appressorium formation in vitro
was evaluated. Incubation of the fungus with the peptide in a hydrophobic surface for 6h revealed
that there was a negative concentration-dependent effect in the appressorium formation (Fig. 1A).
Control conditions allowed a percentage of appressorium formation of 85.5% * 6.8 (mean * SD), but
the appressorium formation decreased significantly with 10 uM of CecA (36.4% + 3.8). Moreover, the
relative appressorium formation at high concentration of the peptide (i.e. 30 uM) was one tenth of

the control values (7.9% + 0.2).

Table 1. Amino acid sequences of the peptides used in this study

Peptide Sequence
CecA KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK
#1 MgAPI16 KWKLFKKIEKVGQNIRDG
#2 GQNIRDGIIKAGPA
#3 GPAVAVVGQATQIAK
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For further characterization, we evaluated the blocking activity of CecA after 24h incubation, when
the mature appressorium is already formed. At this stage, in addition of melanized appressoria
formed at the tip of germ tubes (AP), we observed that M. oryzae is able to develop appressorium-
like structures at hyphal tips (ALS), as previously reported (Kong et al. 2013, Rebollar et al. 2014).
Both structures (AP and ALS) were quantified after 24h incubation with different concentrations of
CecA (Fig. 1B). Results show that the amount of mature AP decrease at increasing concentrations of
peptide, in similar levels than when fungus was incubated in presence of CecA for 6h (Fig. 1A).

However, ALS frequency slightly increases at higher CecA concentrations, i.e., 33.8%, 31.2% and
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Fig. 1. Inhibitory activity of CecA and derived peptides on Magnaporthe oryzae PR9 appressorium formation. (A)
Appressorium formation of fungi treated with increasing concentrations of CecA for 6h at 282C. (B) Quantification
of different fungal developmental stages after 24h incubation with increasing concentrations of CecA. The
developmental stages are appressoria (black), appressorium-like structures (grey) and germinated spore (white).
(C) Relative appressorium formation (referred to control condition considered as 100%) after 6h incubation with
10 uM of CecA and its derived peptides at 282C. Asterisks denote statistically significant differences (p < 0.01,
ANOVA). (D) Effect of two appressoria inductors on the inhibitory activity of CecA and MgAPI16. Conidia of M.
oryzae PR9 were incubated alone (black), or with 2.4 mM cAMP (white) or 10 uM 1,16-hexadecanediol (grey) and
in the absence or presence of 20 uM of each peptide on a hydrophilic surface for 6h at 282C. Different letters
denote statistically significant differences (p< 0.01, ANOVA).
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36.9% of conidia are able to form ALS at 10 uM, 20 uM and 30 uM, respectively, while only the 22.8%

of conidia form ALS in control conditions.

In a further approach, three CecA-derived peptides were synthesized based on its primary structure
(Table 1) and their effect on appressorium formation was compared with CecA (Fig. 1C). Peptides #2
and #3 barely reduce M. oryzae appressorium formation, but 10 uM of peptide #1 performs equal or
slightly better than the same concentration of CecA. This result supports the idea that appressorium
inhibitory effect of CecA lays in the N-terminal site of the peptide. For further studies the peptide #1

was selected and renamed as MgAPI16.

Appressorium formation inductors overpass the inhibitory effect of MgAPI16

Some substances have been reported as M. oryzae appressorium formation inductors due their
implication in one or more pathways involved on appressorium development, such as 1,16-
hexadecanediol (a cutin monomer of the plants cell wall) and cAMP (a regulator of appressorium
morphogenesis) (Wilson and Talbot 2009). We evaluated the effect of these inductors on the
inhibitory activity of CecA and MgAPI16 on a hydrophilic surface (Fig. 1D). Hydrophobicity is one of
most important signals sensed by the conidia to trigger the appressorium formation. Our results
show that the fungus cannot form appressoria in hydrophilic conditions without the inductors.
Otherwise M. oryzae treated with CecA is unable to form appressoria even if it is supplemented with
exogenous inductors. This result is consistent with the mode of action of CecA, i.e. forming channels
in the membrane (Christensen et al. 1988), killing the fungus and making it impossible to generate
appressoria. However, fungus treated with the peptide MgAPI16 was capable to develop
appressorium when is supplemented with cAMP (93.5%) or 1,16-hexadecanediol (47.6%). This assay
points that MgAPI16 inhibitory effect is due to the interference with some cellular mechanism, which

could be much more specific than the membrane rupture.
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Application of CecA or MgAPI16 reduces the blast disease in rice plants.

An infection assay on japonica rice plants cv. Senia was developed to evaluate if M. oryzae treated
with CecA or MgAPI16 is still able to infect rice plants. Fig. 2A shows representative leaves from the
infected plants. Under the same experimental conditions, a clear reduction of the infection

symptoms was observed when the fungus was treated with each peptide.
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Fig. 2 . Resistance to infection by the rice blast fungus
Magnaporthe oryzae PR9 in rice cv. Senia plants. (A)
Leaves from a representative experiment of rice plants
infected with 10° conidia/ml of non-treated fungi
(control) or treated with 20 uM of the corresponding
peptide. Pictures were taken at 3 days post-inoculation.
(B) Percentage of leaf area affected by blast lesions was
determined using image analysis software Assess v.2.0.
Asterisks denote statistically significant differences (p <
0.01, ANOVA).

CecA

MgAPI16

Plant disease was also quantified by determining the percentage of the leaf area affected by blast
lesions (Fig. 2B). In control conditions, the fungus infected around 25% of the leaf surface (24.7% +
9.6) (mean + SD) at 7 days post-inoculation. However, CecA and MgAPI16 treatments significantly
reduce the percentage of infected surface (1.4% + 2.8 and 1.9% * 2.2 respectively) in agreement with
eyesight perception. This result is consistent with our previous data of reduction of appressorium
formation by the peptides in vitro, which prevent to start the infection. Our data also show that both
peptides have similar efficacy inhibiting appressorium formation and controlling blast disease

development.

Growth inhibitory activity profile of MgAPI16 and CecA

In order to characterize a specific target-oriented peptide which interferes with the appressorium

formation in M. oryzae, the toxic effect of MgAPI16 was tested against two representative
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microorganisms and compared with the antimicrobial activity of CecA (Fig. 3). Grown of Eschericha
coli DH5a isolate was measured after incubation with different concentrations of each peptide (from
0.5 uM to 5 uM) at 37°C (Fig. 3A). Results showed that bacterium is unable to grow at high
concentrations of CecA (2 uM and 5 uM); even the lesser tested concentration, i.e. 0.5 uM, lightly
reduced the viability of the bacterium. By contrast, MgAPI16 seems harmless to the bacterium even

at high concentrations.

Fig. 3 . Effect of different concentrations of CecA and MgAPI16 on the in vitro growth of Escherichia coli DH5a
strain (A) and Fusarium proliferatum (B). E.coli was grown in 20% LB medium for 6h at 372C and F.
proliferatum was grown in 20% PDB medium for 72h at 282C. Curves show the increase of OD at 590 nm (A)
or 492 nm (B) over time (in hours) for control sample in the absence (black circle) and presence of 0.5 uM
(white square), 2 uM (white triangle), 5 uM (white circle), and 10 uM (white diamond) of CecA or MgAPI16.

A similar experiment was performed in the eukaryotic organism Fusarium proliferatum (Fig. 3B). In
these assays, CecA inhibited the fungal growth with a minimum inhibitory concentration of 5 uM of

peptide. Treatment with 2 uM CecA delayed fungal growth around 40h but at the end of the assay,
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i.e. 72h, fungus was able to grow similar than control conditions. On the other hand, no inhibitory

activity was observed for the peptide MgAPI16 at the tested concentrations.

Preferential binding of MgAPI16 to fungal hyphae and appressorium structure

Considering previous data regarding the no toxicity of MgAPI16 on microorganisms, this peptide was
selected for further studies. In an attempt to know MgAPI16 mode of action, gfp-expressing M.
oryzae conidia were incubated on hydrophobic condition with MgAPI16 labeled with
tetramethylrhodamine (TMR-MgAPI16). The interaction of TMR-MgAPI16 with gfp-M. oryzae was
followed by live-cell imaging using fluorescence confocal microscopy (Fig. 4). At the first stages of the
conidia development, the red signal from the peptide located at the surface of the conidia with a
high preference for conidia tip (Fig. 4A, panels a-d). In further developmental stages, when spores
were perfectly germinated and the hyphae were growing up, the peptide was located surrounding
the emerging germ tubes and hyphae (Fig. 4A, panels e-h). These results indicate a preferential
binding of the peptide where performs its inhibitory effect on appressorium formation. After 6h of
incubation, although appressoria number was severely reduced, TMR-MgAPI16 preferentially bound
at the surface of formed appressoria (Fig. 4A, panels i-I). Moreover, germinal tubes and hyphae
treated with MgAPI16 showed high number of vacuoles along themselves and close to the
appressoria (Fig. 4B, solid arrow). By confocal microscopy, we also observed that most of appressoria
did not present the classic dome-shape structure after 6h treatment with MgAPI16; treated
appressoria presented aberrant physical structure, they showed tips or clearly shape deficiencies

(Fig. 4B, dashed arrow).

DISCUSSION

Nowadays, we are within a new legal and ecological framework in which the traditional fungicides do
not meet all the imposed requirements. One problem refers to their toxicity to other species of the
ecosystem. Current chemical fungicides are focused to kill fungal microorganisms, and frequently
they present broad-spectrum activity showing toxicity to other organisms. The application of target-
oriented antifungal compounds may be an environmentally sustainable strategy to control
phytopathogenic diseases. Even more interesting could be the idea of a very specific compound that
only affects the infective stage of the pathogen. During M. oryzae infective phase, conidia sense the
hydrophobicity and the cutin composition of the rice leaf, triggering the formation of the

appressorium, a specialized structure for the cleavage of the leaf cuticle allowing the mesophyll
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invasion. However, if the conditions for infection are not suitable, conidia will germinate and become
fungal hyphae. Therefore, blocking exclusively the appressorium formation could prevent rice

infection without causing a toxic undesirable effect on surrounding organisms.

Fig. 4. Confocal fluorescence microscopy analysis of the interaction of TMR-
MgAPI16 (shown in red) with gfp-M. oryzae (shown in green). Fungus treated
with 10 pM TMR-MgAPI16 was visualized at different times (0.5h, 2h, and
6h). (A) Panels show light microscopic images (a, e, i), excitation of GFP
protein (b, f, j), excitation of TMR label (c, g, k) and merge of fluorescent
images (d, h, ). (B) Morphological abnormalities resulting of treatment of M.
oryzae with TRM-MgAPI16. Treated hyphae show a high level of
vacuolization (solid arrows) and malformations in the appressorium
development (dashed arrows) after 6h treatment. Bar =5 um.

Initially, we have characterized the appressorium inhibitory activity of a well known antimicrobial
peptide Cecropin A (CecA). The peptide inhibits the formation of appressoria (AP) although looks like

increases the formation of appressorium-like structures (ALS). In a previous work, we have
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demonstrated a similar behavior for other short peptides (Rebollar et al. 2014), suggesting that a
possible secondary effect of the inhibition of AP structures would be the formation of ALS, a less
efficient structure to penetrate into the plant (Kong et al. 2013). Our data support the idea that the
formation of both developmental structures involve different molecular mechanisms (Kong et al.

2013).

In this work, we have also identified a novel CecA-derived peptide (MgAPI16) with similar appressoria
inhibitory activity than CecA but without antimicrobial activity against the microorganisms tested.
CecA is a lytic peptide whose channel-forming properties resides in its double a-helix structure linked
by a flexible hinge region (Christensen et al. 1988, Fu et al. 2004, Lee et al. 2013). The non-
antimicrobial peptide MgAPI16 corresponds with the first 18 amino acids of the N-terminal region of
CecA, losing the ability to form the helix-hinge-helix structure. This fact supports that the typical
structure of CecA is important for its high antimicrobial activity. Many CecA derived peptides have
been designed in order to increase antimicrobial properties (Cavallarin et al. 1998, Ferre et al. 2006,
Fox et al. 2012, Fu et al. 2004). But, in our knowledge, this is the first report of a CecA-derived
peptide targeted to block a specific pathogenic step, i.e. appressorium formation, but without

antimicrobial activity.

Our results obtained for CecA and MgAPI16 after the addition of appressorium inductors clearly
suggest their different mode of action. The appressorium inhibitory activity of CecA is due mainly to
its lytic activity, being the fungus unable to form appressorium even after the addition of an inductor.
However, the inhibitory activity of MgAPI16 was bypassed by the addition of cAMP that restored the
appressorium formation at the same level of the control sample. By contrast, M. oryzae partially
overcomes MgAPI16 inhibition effect after the addition of 1,16-hexadecanediol, suggesting that this
peptide may affect the fungal ability to recognize external signal such as hydrophobicity and cutin

monomers.

By fluorescence confocal microscopy, we observed that TMR-MgAPI16 preferentially binds to the
germinal tubes and appressoria, whose cell wall presents different composition of polysaccharides;
specifically, they are rich in a 1,3-glucan which is not observed in the conidia cell wall (Fujikawa et al.
2009). Whether the different composition of cell wall, or the presence of a specific receptor, would

explain the preferential binding of MgAPI16 remains to be elucidated.

It has been reported the importance of the endosomal system and the autophagy in the
appressorium formation in M. oryzae (He et al. 2012, Veneault-Fourrey et al. 2006, Weber et al.
2001). During germination and appressorium development, small vacuoles in the apical cell of

conidia move into the germ tube and nascent appressorium, as our confocal microscopic images
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shown. However, the appressoria formed after MgAPI16 incubation did not present the classic
dome-shape structure (Fig. 4). The clear reduction of blast disease symptoms on rice plants after
peptide treatment suggests that these aberrant appressoria are not able to perform the infection

process.

Taking together, the results present in this report suggest that MgAPI16 specifically block
appressorium formation and could be a promising compound with potential application for the
control of rice blast disease. This is the first step to develop new kind of target-oriented antifungal

compounds without toxicity to other organisms, such as beneficial microorganisms or host plants.
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El arroz es la principal fuente de alimento para gran parte de la poblacion mundial. Sin
embargo, la piriculariosis del arroz causada por el hongo Magnaporthe oryzae constituye una
de las enfermedades mads devastadoras y persistentes en el cultivo del arroz. Esta enfermedad,
también denominada “el quemado del arroz”, es capaz de destruir suficientes plantas para
alimentar a mas de 60 millones de personas al afio dando lugar a importantes pérdidas
nutricionales y econémicas. Actualmente, la forma mas comun de control se basa en la
utilizacion de fungicidas aunque no es muy efectiva debido en parte a la facilidad de
adaptacion que tiene el hongo y a la aparicidon de resistencias. Ademas, la actual legislacién
Europa es cada vez mds restrictiva en cuanto al uso de fungicidas de amplio espectro debido a

las repercusiones negativas que pueden tener para el consumo humano y el medio ambiente.

En este escenario se hace necesario buscar nuevas alternativas para el control de la
piriculariosis que sean respetuosas con otros organismos no diana y en general con el medio
ambiente. Una de las opciones mds prometedoras es el uso de péptidos antimicrobianos
(AMPs), ya que debido a sus caracteristicas pueden ejercer un control eficiente sobre cualquier
tipo de patdgeno sin generar resistencias y con poca persistencia en el ecosistema. La principal
desventaja de este tipo de péptidos es que generalmente presentan un amplio rango de accién
frente a gran cantidad de organismos, debido al modo de accidon basado en la unidn vy lisis de
las membranas bioldgicas. Esta cualidad choca con la actual tendencia de buscar compuestos

cada vez mas especificos.

En el presente trabajo se ha pretendido disefiar de novo AMPs dirigidos, es decir, péptidos
cuyo modo de accién no resida en la lisis de la membrana y afecten en cambio a una etapa
muy concreta del proceso de infeccidn del hongo, en este caso la formacion de apresorio en
M. oryzae. Para la obtencién de estas secuencias hemos utilizado dos aproximaciones, el
cribado de una biblioteca combinatoria de péptidos (SCL) y la modificacidon de secuencias de

AMPs naturales mediante disefio racional.

Dentro de la primera aproximacion, caracterizamos el efecto del péptido sintético PAF104
sobre la formacion de apresorio en M. oryzae (Capitulo 1). El péptido PAF104 es un
heptapéptido derivado de PAF26, el cual fue previamente sintetizado con los datos obtenidos
del escrutinio de una biblioteca combinatoria de hexapéptidos frente a patdgenos fungicos
como Penicillium digitatum (Lépez-Garcia et al 2002). En este trabajo vemos que PAF104
reduce la formacién de apresorio en M. oryzae de forma significativa, controlando asi el

desarrollo de la infeccidn foliar del hongo.
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En segundo lugar utilizamos esta misma biblioteca con el fin de identificar péptidos derivados
de PAF104 con caracteristicas mejoradas a nivel de inhibicién de la formacién de apresorio, y
por tanto del control de la piriculariosis (Capitulo 2). Con esta estrategia cribamos 47 millones
de secuencias de hexapéptidos y las caracterizamos frente a su capacidad de inhibicién de
apresorio. Los resultados obtenidos nos dieron idea de qué aminoacidos tenian un peso mas
importante en cada posicion y observamos que la posicién 3 del péptido era la menos
relevante ya que apenas variaba en su actividad independientemente de que aminoacido
ocupase esa posicidn. Las otras posiciones si mostraban cambios importantes en cuanto a su
actividad en funcién del aminodacido presente. Basandonos en estos datos, seleccionamos los
aminoacidos: Glu, Asp y Arg para la posicidon 1, Arg en la posicién 2, Ala, Phe y Arg en la
posicién 4, Glu, Gly, His, Met, Pro, Thr, Val, Trp para la posicidn 5 y finalmente Ala y Glu para la
posicién 6. Curiosamente Trp en la posicién 4 y Phe en la posicién 5 (que equivaldrian a la
posicion 5y la 6 en el heptapéptido PAF104) no mostraban gran actividad frente a la inhibicion
de apresorio. Sin embargo, estos aminodcidos fueron seleccionados en el cribado de esta
biblioteca frente a la inhibicién de crecimiento de P. digitatum, identificdndose el péptido
PAF26. Una posible explicacién es que ambos aminodcidos son hidréfobos, los cuales son mas
efectivos en la lisis de membranas anfipaticas (Marcos and Gandia 2009), lo cual era
conveniente en el ensayo de inhibicién de crecimiento de P. digitatum pero no lo es en la
inhibicion del apresorio en M. oryzae. A partir de estos resultados y teniendo en cuenta la
secuencia del péptido PAF104, llevamos a cabo la sintesis de 29 péptidos que fueron
ensayados independientemente por su capacidad en la inhibicion de la formacion del
apresorio. De estos 29 péptidos, se seleccionaron MgAPI24, MgAPI40 y MgAPI47 con mayor

actividad en comparacién con PAF104, lo cual era uno de los objetivos de este trabajo.

Como hemos demostrado a lo largo de este trabajo, los 4 péptidos PAF104, MgAPI24, MgAPI40
y MgAPI47 reducen significativamente la formacidn del apresorio de M. oryzae. Sin embargo,
el hongo sigue siendo capaz de crecer y formar conidios de forma normal completando sin
problemas su ciclo vital. Esto indica que estos péptidos no son téxicos para el hongo y que
tienen un efecto muy especifico inhibiendo la formacién de apresorio. Ademas, estos péptidos
presentan toxicidad reducida o nula frente a otro hongo fitopatégeno, Fusarium proliferatum,
y la bacteria Escherichia coli. Resultados previos con péptidos de la familia PAFs han mostrado
la carencia de toxicidad frente otros microorganismos, como levaduras y bacterias (Lopez-

Garcia et al 2002), y células de mamiferos (Lépez-Garcia et al 2007, Muiioz et al 2007) .
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Mediante el andlisis de expresidon de genes implicados en la regulacion de la formacion del
apresorio en M. oryzae, demostramos que PAF104 reprime la expresion de los genes MoMSB2
y MoMST11, ambos implicados en la ruta de sefalizaciéon de la MAPK Pmkl. Msb2 es un
receptor de membrana que responde a sefiales externas como la hidrofobicidad y los
mondmeros de cutina. Los resultados sugieren que PAF104 reprime la expresién del receptor
Msb2 y por tanto bloquea el reconocimiento de estas sefiales externas. Esto es consistente con
la inefectividad del 1,16-hexadecanodiol a la hora de promover la formacidn de apresorio en
presencia de PAF104. El 1,16-hexadecanodiol es un monémero de cutina descrito como
inductor de la formacidn del apresorio en M. oryzae incluso en ausencia de una superficie
hidréfoba. Experimentos adicionales con los mutantes Amsb2 de S. cerevisiae confirman estos
resultados. Se ha demostrado que el gen MSB2 regula el crecimiento filamentoso en levadura
y que mutantes Amsb2 presentan un defecto en el crecimiento invasivo en agar (Cullen et al
2004). Como se observa en la figura 9, el tratamiento de la cepa salvaje de S. cerevisiae BYA741
con el péptido PAF104 o MgAPI24 da lugar a un fenotipo similar al mutante Amsb2 respecto al
crecimiento invasivo. Similares resultados fueron observados tras el tratamiento con MgAPI140
y MgAPI47 (datos no mostrados). Estos experimentos apoyan el hecho de que PAF104 reprime
la expresion del gen MoMSB2, y sugieren que el modo de accidon de los heptapéptidos
MgAPI24, MgAPI40 y MgAPI47 puede ser al mismo nivel. Ademas, PAF104 reprime la
expresion de MoMST11 que codifica para la MAPKKK de la cascada MAPK Mst11-Mst7-Pmk1.
Se ha demostrado que mutantes que tienen bloqueada esta ruta no forman apresorio y son
por tanto no patogénicos (Hamel et al 2012, Zhao et al 2005). En nuestros resultados se
observa que el tratamiento con PAF104 no afecta los niveles de expresién del gen PMK1; sin
embargo la expresion reducida de MoMSB2 y MoMST11 podrian afectar a la fosforilacion y
activacion de la kinasa Pmk1, como se ha demostrado en los mutantes Momsb2 (Liu et al

2011b).

YPD Washed

wt+ PAF104

wt + MgAPI24

Figura 9 Efecto de los péptidos PAF104 y MgAPI24 sobre la adhesiéon al
medio de la levadura S. cerevisiae BY4741 en comparacion con el mutante
deletereo Amsb2
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Los resultados mostrados en el trabajo publicado en Molecular Plant-Microbe Interactions
(Rebollar and Lépez-Garcia 2013) muestran una clara correlacién entre la inhibicidon del
apresorio por PAF104 in vivo y la severidad de la infeccién en hojas de arroz. Sin embargo,
PAF104, asi como los otros 3 péptidos identificados a partir del ensayo de la biblioteca, no son
capaces de eliminar totalmente la formacién de apresorio. Como posteriormente
demostramos en el trabajo publicado en Biochemical and Biophysical Research
Communications (Rebollar et al 2014), aunque estos péptidos reducen la formacién del
apresorio, son capaces de inducir la formacién de estructuras no infectivas similares al
apresorio (ALS, del inglés “appressorium-like structures”). Estas ALS, que se forman a partir de
los extremos de las hifas, comparten aspecto y regulacién molecular similar con los apresorios
aunque no idénticos (Kong et al 2013). Ademas PAF104 tampoco es capaz de inhibir en
condiciones de laboratorio la infeccion radicular del hongo mediante hifopodios, aunque este
tipo de infeccion solo ha sido observada en condiciones in vitro (Sesma and Osbourn 2004).
Este comportamiento diferencial de los 4 heptapéptidos sintéticos frente a distintas
estructuras infectivas, junto con el efecto especifico del péptido PAF104 sobre la ruta MAPK
Pmk1, soporta la idea de que los mecanismos moleculares que regulan la formacién del
apresorio, las estructuras ALS y los hifopodios son diferentes (Kong et al 2013, Marcel et al

2010, Tucker et al 2010).

La segunda aproximacidn consiste en la modificacion de la secuencia de un péptido
antimicrobiano natural, la Cecropina A (CecA), mediante disefio racional (Capitulo 3). La
estructura terciaria de la CecA consistente en 2 hélices-a unidas por una secuencia flexible es
responsable de la internalizacién en las bicapas lipidicas y la formacién de poros causando la
lisis celular y por tanto, la muerte del microorganismo. Esto le confiere un gran espectro de
accion frente a multitud de microorganismos. Sin embargo esta es una cualidad indeseable a la
hora de disefiar un compuesto con aplicaciones fitosanitarias, ya que al tratar al patégeno
también se estd afectando al ecosistema de éste. Nuestros datos sefialan que la CecA es
efectiva a la hora de inhibir la formacién del apresorio in vitro en M. oryzae y eliminar la
infeccidn foliar en planta. Al igual que observamos para los heptapéptidos identificados, CecA
también induce la formacién de ALS. Estos datos sugieren que un efecto secundario de la
inhibicidn del apresorio podria ser la formacién de las estructuras ALS, las cuales son menos
eficientes en infectar la planta (Kong et al 2013). Sin embargo, y a diferencia de lo observado
con los heptapéptidos identificados, la CecA inhibe el crecimiento de microorganismos como E.
coliy F. proliferatum. Se ha descrito que la capacidad de lisis de CecA reside en su estructura

terciaria consistente en 2 estructuras en hélice-a unidas por una regién flexible lo que le
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permite la formacién de poros en la membrana (Christensen et al 1998, Fu et al 2004,
Gregory et al 2008, Lee et al 2013). Con idea de disrumpir la capacidad de lisis de la CecA,
hemos disefiado tres péptidos derivados que abarcaban la regién N-terminal, la region central
y la region C-terminal de la cecropina. Nuestros resultados demuestran que el péptido
MgAPI16, que corresponde a los 18 primeros aminodcidos de la region N-terminal de la CecA,
inhibe la formacién de apresorio a niveles similares o ligeramente superiores a los del péptido
natural. Por contra MgAPI16 no presenta actividad antimicrobiana frente a diferentes
microorganismos evaluados posiblemente debido a la incapacidad de formar la caracteristica
estructura hélice-giro-hélice; estos resultados son consistentes con el hecho de que esta
estructura terciaria es importante para la formacién de poros y lisis celular. En muchos
trabajos se han disefiado péptidos derivados de la CecA para mejorar distintas cualidades
antimicrobianas (Cavallarin et al 1998, Ferre et al 2006, Fox et al 2012, Fu et al 2004) pero
este es el primer trabajo, del cual tenemos conocimiento, del disefio de un péptido derivado
de la CecA con el objetivo de bloquear una proceso infectivo concreto pero careciendo de

actividad antimicrobiana.

Los resultados de microscopia confocal muestran que el péptido MgAPI16 marcado con
tetrametilrodamina (TMR) tiene preferencia de union por las regiones del tubo germinativo y
la superficie del apresorio, zonas ricas en 1,3-glucano (Fujikawa et al 2009). Una mayor avidez
por esta composicion de polisacdridos de la pared celular o la presencia de un receptor
especifico, podrian ser dos posibles explicaciones de la unién preferente de MgAPI16 aln por

investigar.

Los resultados obtenidos tras la adicion de AMPc, un inductor de la formacion de apresorio,
apoyan el diferente modo de accién de la CecA y el péptido derivado MgAPI16. La inhibicion
del apresorio de CecA se debe a su actividad litica, siendo el hongo incapaz de formar
apresorio incluso tras la adicion de AMPc. Sin embargo, la adicion de AMPc es capaz de
soslayar el efecto inhibitorio de MgAPI16. Como hemos visto en la introduccion, la ruta del
AMPc estd implicada en la formacidn de apresorio. Diversos estimulos externos pueden inducir
la activacion de la ruta a través de receptores acoplados a proteinas G de forma que se
produce AMPc capaz de actividad la proteina quinasa A. Los resultados obtenidos tras la
adicion exdgena de AMPc parecen sefalar que MgAPI16 tiene su efecto aguas arriba de la
formacién de AMPc o bien actla sobre otra ruta implicada en la formacién del apresorio.
Similares resultados fueron observados para el heptapéptido PAF104 cuyo efecto inhibitorio

de la formacién del apresorio es sobrepasado por la adicién de AMPc. En este trabajo hemos
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demostrado la implicacidon de PAF104 en la ruta de la MAPK Pmk1 que es disparada entre otras
sefiales por la presencia de mondmeros de cutina en el medio. Los similares resultados
observados por la adiciéon del mondmero de cutina 1,16-hexadecanodiol sobre el efecto en el
bloqueo del apresorio de los péptidos MgAPI16 y PAF104 sugieren que el modo de accién de
MgAPI16 podria también estar afectando la capacidad de reconocimiento de mondmeros de

cutina por parte del conidio.

En resumen, y considerando todos los resultados obtenidos en este trabajo, podemos
proponer una serie de péptidos sintéticos capaces de bloquear de forma especifica la
formacién del apresorio en M. oryzae, como los heptapéptidos disefiados de novo PAF104,
MgAPI24, MgAPI140 y MgAPI47, asi como el péptido derivado del AMP natural CecA MgAPI16.
El tratamiento con estos péptidos reduce considerablemente el desarrollo de la piriculariosis
en arroz sin afectar al desarrollo ni el ciclo vital del hongo ni de otros microorganismos que
pudiesen estar en su ecosistema. Nuestro trabajo supone un primer paso importante en el
desarrollo de un nuevo tipo de péptidos dirigidos a un fin concreto como productos con
potencial aplicacidn fitosanitaria. Aunque estos péptidos han sido desarrollados para inhibir la
formacién del apresorio en M. oryzae causante de la piriculariosis, también podrian ser
evaluados para el control de otras enfermedades en las cuales la infeccidn se produzca a través

de la formacion del apresorio.
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1. PAF104 inhibe la formacién de apresorio y por tanto la infeccion de la hoja de arroz sin
afectar al crecimiento del hongo ni de otros microorganismos, lo que lo convierte en un

potencial compuesto para el control de la piriculariosis de forma especifica.

2. Se ha confirmado la eficacia de la quimica combinatoria y el disefio racional en la
identificacion de péptidos dirigidos a bloquear una diana especifica, en este caso la formacion
del apresorio de M. oryzae. Mediante el cribado de una biblioteca combinatoria de
hexapéptidos y del disefio racional se han obtenido una serie de péptidos derivados de PAF104
(MgAPI24, MgAPI40 y MgAPI47) con mayor eficiencia en el bloqueo de la formacién de

apresorio en M. oryzae.

3. PAF104 reprime la expresién de los genes MoMSB2 y MST11 que forman parte de la ruta de
la MAPK Pmk1 involucrada en la formacidn del apresorio. Los resultados obtenidos con el
mutante Amsb2 de S. cerevisiae sugieren que el modo de accion de los péptidos MgAPI24,

MgAPI40 y MgAPI47 es similar al observado para PAF104.

4. El comportamiento diferencial de los 4 heptapéptidos sintéticos (PAF104, MgAPI24,
MgAPI40 y MgAPI47) frente a distintas estructuras infectivas apoyan la idea de que los
mecanismos moleculares que regulan la formacidn del apresorio, las estructuras ALS y los
hifopodios son diferentes, mientras que sefala la alta especificidad del péptido en el bloqueo

del apresorio.

5. Se ha caracterizado la actividad del péptido antimicrobiano natural CecA sobre el hongo M.
oryzae. Mediante disefio racional, se ha identificado el péptido MgAPI16 que corresponde a la
region N-terminal de la CecA con capacidad de inhibir la formacién del apresorio a niveles
similares o ligeramente superiores a los del péptido natural y controlar el desarrollo de la

piriculariosis en plantas de arroz.

6. La ausencia de actividad antimicrobiana de MgAPI16 frente a diferentes microorganismos es
consistente con el hecho de que la actividad litica de CecA reside en su estructura terciaria con
dos hélices-a unidas por una region flexible lo que le permite la formacidon de poros en la

membrana y la lisis celular.
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7. Mediante microscopia confocal se observd que el péptido TMR-MgAPI16 tiene preferencia
de unidn por las regiones del tubo germinativo y la superficie del apresorio. El tratamiento con
TMR-MgAPI16 da lugar a apresorios con alteraciones morfolégicas lo que podria explicar la

ausencia de infeccion del hongo en la planta.
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